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1 Einleitung
Die  Grundeinheit  des  Chromatins  ist  das  Nukleosom,  welches  aus  acht  Histon-
Molekülen (je zwei Moleküle H2A, H2B, H3 und H4), um die 142 Basenpaare des 
DNA-Doppelstranges gewunden sind, gebildet wird. 
Allfrey  et  al.  (1964)  entdeckte  zuerst,  dass  der  Acetylierungsstatus  von  Histon-
Proteinen mit der Regulation der Gentranskription korreliert. Dies wurde durch Pogo 
et al. (1966) bestätigt und das Verständnis in den nachfolgenden Jahren erweitert 
(Kourkalis und Theocharis 2002, Thiagalingam et al. 2003).
Wird ein Gen transkribiert, dann ist die DNA in diesem Bereich nur locker um die 
acetylierten  Histone  gewickelt.  Transkriptionsfaktoren  und  die  RNA-Polymerase II 
können an die DNA binden (McKenna et al. 1999, McGraw et al. 2003, Gregory et al. 
2001, Kouraklis und Theocharis 2002, Grunstein 1997). Im Gegensatz dazu ist die 
DNA  kompakt  um  deacetylierte,  positiv  geladenen  Histon-Komplexe  gewunden, 
wodurch der  Zugang von Transkriptionsfaktoren und der RNA-Polymerase II  zum 
Chromatin behindert wird. Dies führt zu einer Transkriptions-Hemmung (Yan et al. 
2001,  McKenna  et  al.  1999,  Wade  2001,  de  Ruijter  et  al.  2003,  Kourkalis  und 
Theocharis 2002). 
Die  Histon-Deacetylasen  (HDACs)  katalysieren die  Abspaltung der  Acetylgruppen 
von den Lysinresten der Histone. Dadurch sind HDACs bedeutende Regulatoren der 
Genexpression.  Sie  modifizieren  neben  Histonen  auch  Nicht-Histon-Proteine  wie 
Transkriptionsfaktoren (Khochbin und Kao 2001), das Tumorsuppressor-Protein p53 
(Vaziri  et al. 2001) und Strukturproteine wie das Tubulin (Hubbert et al 2002). Es 
konnte  gezeigt  werden,  dass  Mikrotubuli-abhängige  Zellbewegungen  durch  die 
HDAC-6 und die von ihr katalysierte Deacetylierung von Tubulin reguliert wird. 
HDACs  werden  in  drei  Klassen  unterteilt.  Die  erste  Klasse  ähnelt  der  Histon-
Deacetylase RPD3 der Hefe. Die zweite Klasse entspricht der Hda1 der Hefe, und 
die dritte Klasse weist Parallelen zur SIR2 Familie der Hefe auf (Gray und Ekström 
2001,  de  Ruijter  et  al.  2003).  Insgesamt  sind  18  humane  HDACs  bekannt 
(Thiagalingam et  al.  2003).  Von diesen sind die  zur  Klasse 1  zählenden Histon-
Deacetylasen HDAC-1, HDAC-2 und HDAC-3 Gegenstand dieser Arbeit.
Letztendlich  führt  die  Wirkung  der  Chromatin-modifizierenden  HDACs  über  die 
Regulation  der  Genexpression  zu  einer  Beeinflussung  von  Zellproliferation, 
Zelldifferenzierung und Apoptose: 
Magnaghi-Jaulin et al. (1999) diskutierten bereits, dass Histon-Deacetylasen an der 
Hemmung  der  Proliferation  beteiligt  sind.  Der  für  die  Proliferation  wesentliche 
Transkriptionsfaktor  E2F  wird  durch  HDAC-1  gehemmt  (Brehm  et  al.  1998, 
Magnaghi-Jaulin et al. 1999). Auch die Studien von Lagger et al. (2002 und 2003) 
ergaben,  dass  HDAC-1  die  Expression  von  Genen  verhindert,  die  in 
Zellproliferations- und Differenzierungsprozesse involviert sind. Weiterhin entdeckte 
Guenther et al. (2001), dass die HDAC-3 direkt mit den Corepressoren SMRT und N-
CoR interagiert und Transkription hemmt. 
Die Histon-Deacetylase-1,  -2 und -3 gehören zu Multiproteinkomplexen, die direkt 
oder indirekt mit dem Estrogen-Rezeptor (ER), dem Progesteron-Rezeptor (PR) und 
dem Tumorsuppressorgen p53 interagieren (Kuperwasser et al. 2000, Zhang et al. 
2001, Glaser et al. 2003). 
Im  Endometrium  induziert  Progesteron  die  Dezidualisierung  endometrialer 
Stromazellen. Da die Inhibition von HDACs diesen Vorgang verstärkt (Sakai et al. 
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2003),  spielen  die  HDACs  somit  auch  bei  der  Steuerung  der  Endometrium-
Differenzierung eine wichtige Rolle.
Hinsichtlich  der  Differenzierung  zeigte  Lu  et  al.  (2000)  außerdem,  dass  die 
Assoziation von MEF2 Transkriptionsfaktoren mit HDAC-4 und -5, die zur Klasse 2 
gehören, eine Hemmung der Myogenese zur Folge hat. 
Darüber  hinaus  spielen  Histon-Deacetylasen  eine  Rolle  bei  der  Entstehung  von 
Karzinomen: Aberrante Histon-Deacetylierung ist mit neoplastischer Transformation 
assoziiert (Momparler 2003). Unter anderem wird die Transkription von Genen, die 
die Tumorgenese hemmen, durch eine aberrante HDAC-Expression unterbunden. 
In Endometrium- (Takai et al. 2004) und in Brustkrebs-Zellen besteht unkontrolliertes 
Zellwachstum  und  Differenzierungsverlust:  Eine  verminderte  Acetylierung  von 
Histonen steht hier in Verbindung zur Entwicklung von Mamma-Karzinomen (Yan et 
al. 2001). Weiterhin wurde eine Assoziation von HDAC-1 mit dem Tumorgen BRCA-1 
festgestellt, einem wesentlichen Faktor bei der Entstehung von Mamma-Karzinomen 
(Yarden und Brody 1999).
Die  Überexpression  von  HDAC-1  hemmt  die  ER-Expression  und  erschwert  eine 
Hormontherapie  beim  Mamma-Karzinom  (Kawai  et  al.  2003).  HDAC-Inhibitoren 
bewirken in ER-negativen, HDAC-positiven Mamma-Karzinomen eine Re-Expression 
des ER. Dadurch wird das maligne Gewebe wieder sensitiv für die Wirkung des Anti-
Estrogen Tamoxifen (Jang et al. 2004). 
Somit stellen HDACs auch neue therapeutische Zielmoleküle in der Krebstherapie 
dar  (Marks et  al.  2000,  Momparler  2003).  HDAC-Inhibitoren  wie  z.B.  Buttersäure 
oder Suberoyl-Anilin-Bishydroxamin (SAHA), führen in Brustkrebszelllinien zu einer 
Wachstumsinhibition (Davis et al. 2000, Chopin et al. 2002, Cohen et al. 2002) und 
Induktion  von  Differenzierungsmarkern  (Davis  et  al.  2000,  Munster  et  al.  2001). 
Gleiches konnte auch bei Endometrium-Karzinom-Zelllinien gezeigt werden (Takai et 
al. 2004, Yan et al. 2001).
Da  die  Verteilung  der  Histon-Deacetylasen  im  Endometrium  und  in  der  Mamma 
bisher unbekannt ist, wurde in der vorliegenden Arbeit  untersucht,  welche HDACs 
der  Klasse  1  in  den  beiden  Geweben  exprimiert  werden  bzw.  welche 
Zellpopulationen  des  Endometriums  und  der  Mamma  HDAC-1,  -2  oder  -3 
exprimieren. Ein besonderer Fokus wurde dabei auf die Histon-Deacetylase-1 gelegt, 
da sie bei der Proliferation von besonderer Bedeutung ist (Brehm et al. 1998, Bartl et 
al. 1997, Lagger et al. 2002).
Zunächst  wurde  das  humane  zyklische  Endometrium  analysiert.  Der  mRNA 
Expressionsstatus wurde mit  semiquantitativer  RT-PCR für HDAC-1 und -3 sowie 
zusätzlich mit Real-time PCR für HDAC-2 über den gesamten Zyklus untersucht. Mit 
dem Western Blot Verfahren wurde die HDAC-1, -2 und -3 Protein-Expression im 
zyklischen  Endometrium  nachgewiesen.  Dadurch  gelangen  eine  semiquantitative 
Bestimmung des exprimierten Proteins sowie der Nachweis der Antikörper-Spezifität. 
Mit dem Verfahren der Immunhistochemie erfolgte entsprechend die Darstellung der 
HDAC-1- und -3 Protein-Expression, wodurch die Lokalisation und die intrazelluläre 
Verteilung  der  HDACs  im  zyklischen  humanen  Endometrium  genauer  definiert 
werden konnte. 
In der Literatur wurde die therapeutische Bedeutung der HDAC-Inhibitoren in Bezug 
auf eine Wachstumshemmung von malignen endometrialen Zelllinien gezeigt (Takai 
et al. 2004). Diese Daten veranlassten uns, die HDAC-1 Protein-Expression auch in 
Endometrium-Karzinomen zu untersuchen.
Da auch Mamma-Karzinom-Zelllinien  durch HDAC-Inhibitoren in  ihrem Wachstum 
gehemmt  werden  und  diese  Tumor-inhibierende  Wirkung  auch  tierexperimentell 
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bestätigt werden konnte (Vigushin et al. 2001), ist die HDAC-1 Protein-Expression in 
humanen  Mamma-Karzinomen  mittels  Immunhistochemie  und  der  T47D-
Brustkrebszelllinie  untersucht  worden.  Das  an  das  maligne  veränderte  Gewebe 
angrenzende, gesund erscheinende Mamma Gewebe diente als Referenzgewebe für 
die Normalsituation.
In der T47D-Brustkrebszelllinie wurde ein besonderes Augenmerk bei der Analyse 
des  HDAC-1 Expressionsstatus  auf  die  Frage gelegt,  ob die  HDAC-1-Expression 
einer hormonellen Regulation unterliegt.
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2 Material und Methoden
2.1 Gewebeproben und T47D-Zellen
2.1.1 Humanes zyklisches Endometrium
Die humanen endometrialen Proben (n=36), die zur weiteren Verarbeitung in Form 
von  Gewebeblöcken  konserviert  wurden,  stammen  aus  Hysterektomien 
prämenopausaler  Frauen.  Die  Uteri  wurden  wegen  benigner  Erkrankungen 
entnommen, wie z.B. Uterus myomatosus und den damit verbundenen anormalen 
Blutungen,  so  Menorrhagien,  Metrorrhagien  und  Dysmenorrhoen.  Am  Tag  der 
Hysterektomie  wurde  den  Patientinnen  präoperativ  je  Blut  zur  Bestimmung  der 
Serumspiegel  von  Estradiol,  Progesteron  und  Luteinisierendem  Hormon  (LH) 
entnommen.
Pro Uterus wurde ein Gewebeblock für anschließende Versuche hergestellt. Dieser 
lagerte  zunächst  über  Nacht  in  3,7% neutral  gepuffertem Formalin  zur  Fixierung. 
Nachdem  der  Block  dann  in  einer  aufsteigenden  Isopropanol-Alkohol  Reihe 
entwässert wurde, erfolgte in einem letzten Schritt seine Einbettung in Paraffin.
Auf mit Aminopropyltriethoxysilane beschichteten Objektträgern wurden 4-5µm dicke 
Schnitte  der  Paraffinblöcke  aufgezogen,  um  anschließend  immunhistochemische 
Färbungen durchzuführen. 
Für eine spätere RNA Isolierung wurden endometriale Abradate in RNAwiz Lösung 
oder in RNAIater (Ambion, Huntington, United Kingdom) bei -70C° gelagert oder für 
folgende biochemische Verfahren (Western Blot) ohne jegliche Zusätze ebenfalls bei 
-70C° aufbewahrt. 
Datiert  wurden  die  Proben  anhand  morphologischer  Kriterien  nach  Noyes  et  al. 
(1950), entsprechend der PR-Expression und des Proliferationsmarkers Ki 67 sowie 
nach  der  Serumkonzentration  von  Estradiol,  Progesteron  und  LH  am  Tag  der 
Hysterektomie. Durch den Vergleich dieser Daten wurde der genaue Zeitpunkt des 
Zyklus  (Zyklusstadium bzw.  Zyklustag  +  ein  bis  zwei  Tage)  ermittelt.  Wenn eine 
endometriale  Probe  in  allen  genannten  Parametern  ein  homogenes  Bild  bot  und 
eindeutig datiert werden konnte, wurde sie in die Datenbank aufgenommen und fand 
für  weitere  Untersuchungen  hinsichtlich  zyklusspezifischer  Genexpression 
Verwendung.
2.1.2 Humane Endometrium-Karzinome
Die  humanen  Endometrium-Karzinom-Proben  (n=11)  postmenopausaler  Frauen 
stammen einerseits  aus  Hysteroskopien,  andererseits  wurden  Gewebeproben bei 
fraktionierter  oder  vollständiger  Abrasio  oder  bei  Hysterektomien  gewonnen.  Die 
Paraffin-Blöcke  wurden  freundlicherweise  vom  Institut  für  Pathologie  des 
Universitätsklinikums der RWTH Aachen zur Verfügung gestellt. Bei den Karzinomen 
handelt  es  sich  um  endometrioide  Adenokarzinome,  die  klinisch  durch 
postmenopausale  Blutungen,  Blutungsstörungen oder  Fluor  bei  normalem Befund 
der Zervix auffielen. Histologisch wurden die Karzinome nach dem pTNM Stadium 
beurteilt,  der  Differenzierungsgrad  bestimmt  und  Angaben  über  postoperative 
Residuen gemacht (Residualklassifikation). Weiterhin wurde postoperativ auch eine 
Stadienteilung  nach  der  FIGO  Klassifikation  vorgenommen.  Die  Gewebeproben 
wurden,  wie  bereits  unter  2.1.1  erläutert,  in  Paraffin  eingebettet  und  auf 
Aminopropyltriethoxysilane  beschichtete  Objektträger  mit  einer  Dicke  von  4-5µm 
aufgezogen. 
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2.1.3 Humane Mamma-Karzinome
Die humanen Mamma Proben (n=22),  die zur weiteren Verarbeitung in Form von 
Gewebeblöcken  konserviert  wurden,  stammen  aus  partiellen  Mastektomien  oder 
Mamma-Ablatio-Operationen  bei  postmenopausalen  Frauen.  Die  Paraffin-Blöcke 
wurden freundlicherweise vom Institut für Pathologie des Universitätsklinikums der 
RWTH Aachen zur Verfügung gestellt. Die Frauen zeigten u.a. Beschwerdebilder wie 
Rötungen,  Entzündungen,  grobporige  Einziehungen  der  Mamma  oder  blutige 
Absonderungen. Es wurden einerseits Gewebeproben zu diagnostischen Zwecken 
entnommen,  die  teilweise  auch  als  benigne  befundet  wurden  (n=2).  Es  fanden 
andererseits  operative  Eingriffe  wegen  invasiv-lobulärer,  invasiv-duktaler  oder 
medullärer Mamma-Karzinome statt (n=20), bei denen Mamma-Proben zur weiteren 
experimentellen Analysen gewonnen wurden. Am Tag des jeweiligen Eingriffs fand 
präoperativ bei der Patientin eine Blutentnahme zur Bestimmung der Serumspiegel 
von Estradiol, Progesteron und dem Onkoprotein HER2/neu statt. Außerdem wurde 
bei  den  Mamma-Karzinomen  der  Differenzierungsgrad  histologisch  bestimmt.  Die 
Einbettung  in  Paraffin  erfolgte  wie  unter  2.1.1.  Für  anschließende 
immunhistochemische Färbungen wurden 4-5µm dicke Schnitte der Paraffinblöcke 
auf Aminopropyltriethoxysilane beschichtete Objektträger aufgezogen.
2.1.4 T47D-Brustkrebszellen
Die T47D-Zellen wurden auf 25cm2 großen Plastik-Kultur-Flaschen (Greiner GmbH, 
Frickenhausen, Germany) in einer Atmosphäre mit 5% CO2 Gehalt bei 37°C kultiviert 
(NAPCO-Inkubator). 
Das Nährmedium (5ml/Flasche) besteht aus Phenolrot-freiem RPMI 1640 Medium 
(Biochrom  AG,  Berlin,  Germany),  das  mit  1%  Penicillin/Streptomycin/Fungizon 
(Gibco  BRL,  Eggenstein,  Germany),  4mM  Glutamin  (Gibco  BRL),  10% 
Steroidhormon-freiem,  Hitze-inaktiviertem,  fetalen  Kälberserum  (FCS;  c.c.  pro, 
Neustadt/W, Germany) und 5µg Insulin/ml (Gibco BRL) supplemiert wurde. 
Zur Züchtung der Subkulturen beimpfte man dreimal eine neue Flasche mit je 106 
Zellen. Alle zwei bis drei Tage wurde das Nährmedium erneuert. Nach acht Tagen 
waren die Zellen zu 95% konfluent.
Da  der  Einfluss  des  Gestagens  Medroxy-Progesteron-Acetat  (MPA)  auf  die 
Genexpression  der  T47D-Brustkrebszellen  von  Bedeutung  war,  wurden  neue 
Flaschen mit 3x106 Zellen beimpft, die ohne zusätzliche Hormone passagiert worden 
waren.  Die  Zellen  wurden  für  zwei  Tage  mit  RPMI-Medium  ernährt.  Daraufhin 
wurden diese für sechs Tage einerseits mit 10-8 M Estradiol und andererseits mit 10-
8 M Estradiol+10,6 M MPA behandelt.
Nach  Beendigung  der  Kultivierung  wurden  die  Zellen  mit  Hilfe  von  4ml  Trypsin-
EDTA-Lösung  (10fach-konzentriert,  Gibco  BRL),  die  für  1  Minute  einwirkte,  und 
anschließendes Spülen mit 5ml RPMI 1640 Medium aus den Flaschen abgelöst. 
Durch 10 minütiges Zentrifugieren erhielt man ein Zellpellet, das gewaschen wurde. 
Anhand  der  Trypan-Blau-Färbung  (Trypan-Blau-Exklusions-Test)  konnten  nun 
sowohl die Zellzahl als auch die Lebensfähigkeit bestimmt werden.
Die T47D-Zellen wurden daraufhin, wenn sie für die RNA-Isolierung genutzt werden 
sollten, in RNAwiz Lösung (Ambion, Huntington, United Kingdom; 1x107 Zellen/2,5ml 
RNAwiz)  gegeben,  homogenisiert  und  bis  zum  weiteren  Gebrauch  bei  -40°C 
aufbewahrt, oder für eine spätere proteinbiochemische Verarbeitung bei -70°C als 
Zellpellet gelagert. 
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2.2 Semiquantitative RT-PCR-Reaktion
2.2.1 RNA-Isolierung für semiquantitative RT-PCR
Für  die  Isolierung  der  Gesamt-RNA  für  die  RT-PCR  wurden  T47D-Zellen  und 
humanes  endometriales  Gewebe  in  RNAwiz  Lösung  (5x106  Zellen/ml  RNAwiz, 
Ambion,  Huntington,  United  Kingdom)  suspendiert  und  gründlich  homogenisiert. 
Nach Zugabe von je 100µl  Chloroform zu 1ml  des Homogenats  wurde vorsichtig 
gevortext. Eine anschließende Zentrifugation (10600xg, 4°C, 10 Minuten) trennte die 
Phasen. Der abpipettierte Überstand wurde mit einer äquivalenten Menge Ethanol 
(70%) in einem RNAse freiem Cap durch Auf- und Abpipettieren gemischt.
Die RNA Isolierung erfolgte mit dem „RNeasy Mini Kit“ (Qiagen, Hilden, Germany) 
entsprechend der Anleitungen des Herstellers.
Die Konzentration und Reinheit der RNA wurde spektrophotometrisch bei 260nm und 
280nm  bestimmt.  Die  RNA  Integrität  wurde  mit  Hilfe  der  Gelelektrophorese  und 
Analyse der 28S und 18S rRNA Banden evaluiert.
Zur  Isolierung  der  RNA  aus  kultivierten  endometrialen  Zellen  allein,  sowie  aus 
stromalen  endometrialen  Zellen  und  epithelialen  endometrialen  Zellen  wurde das 
„High Pure RNA Isolation Kit“ (Roche, Mannheim, Germany) mit integriertem DNAse-
Inkubationsschritt verwendet.
Um DNA-Kontaminationen zu entfernen, wurde die RNA des Endometriums mit Hilfe 
des „DNA-free Kit“ (Ambion) mit DNAse behandelt. 
2.2.2 cDNA Synthese
Die  synthetisierte  RNA  liegt  einsträngig  vor.  Da  für  die  PCR  jedoch  eine 
doppelsträngige Matrize benötigt wird, musste zunächst eine reverse Transkription 
durchgeführt  werden.  Dadurch  wurde  ein  RNA-komplementärer  DNA-Hybrid-
Doppelstrang erzeugt, der in die PCR eingesetzt werden konnte.
Für  die  Synthese  der  copy-DNA (cDNA)  wurde  das  „Ready-to-go  TM You-Prime 
First-Strand  Bead-Kit“  (Amersham  Sciences,  Freiburg,  Germany)  verwendet.  Es 
wurden 5µg Gesamt-RNA bei 65°C für 10 Minuten erhitzt, um eventuell vorhandene 
Sekundärstrukturen zu entfernen.
Nach Zugabe von 1,6µg Oligo(dT)15primer wurde entsprechend den Anweisungen 
des Herstellers verfahren. Die cDNA Synthese fand bei 37°C für eine Stunde statt. 
Ein Ansatz der cDNA Synthese hatte ein Gesamtvolumen von 33µl, von dem 4µl in 
die  Geltasche  eines  1,2%igen  Gels  geladen  wurden.  Mit  der  folgenden 
Gelelektrophorese sollte geprüft werden, ob gleichviel RNA in die cDNA Synthese 
eingesetzt  worden ist.  Dies wurde durch densitrometrische Messung der 18S und 
28S  rRNA-Banden  mit  der  „Kodak  Image  Station“  (PerkinElementLifeScience) 
bestätigt.
Die  übrigen 29µl  des cDNA-Synthese Ansatzes wurden mit  121µl  DEPC Wasser 
verdünnt und in fünf Aliquots a 30µl aufgeteilt.
In jeden PCR Ansatz gingen je 2µl des cDNA Synthese Ansatzes ein. Diese Menge 
der cDNA, die in die PCR eingesetzt wurde, entsprach einem Äquivalent von 60ng 
RNA.
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Tabelle I: Primersequenzen
Gen Accession-Nr. forward-primer reverse-primer Zyklenzahl Annealing
Semiquantitative RT-PCR
S26 ribosoma-
les Protein NM001029 47-66 354-373 25/23 56°C
HDAC-1 NM_004964 846-866 1264-1245 31 67°C
HDAC-3 XM_048959 461-480 1032-1011 32 63°C
Real-time RT-PCR
HDAC-2 NM_001527 597-618 808-829 45 61°C
2.2.3 Primer
Die Vervielfältigung der cDNA wurde in einem „thermal cycler“ (Trio Thermoblock) 
mit einem Endvolumen von 50µl durchgeführt. Dieses setzte sich zusammen aus 2µl 
Taq-DNA-Polymerase (1I.U./µl),  je  1µl  forward  und  reverse  Primer  (10pmol),  5µl 
10fach  PCR-Reaktionspuffer  mit  Mg2+ (Endkonzentration  1,5mM),  2µl 
Desoxynucleotide-Mix (10mM), 2µl cDNA und 37µl DEPC Wasser.
Mit Hilfe der GeneFisher software (http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/genefisher/) 
wurden die Primer für die PCR synthetisiert. Die eingesetzten Primer Paare sind in 
der Tabelle I aufgeführt. 
Um  eine  zuverlässige  Quantifizierung  der  mRNA-Expression  zu  gewährleisten, 
wurde für jedes Targetgen die logarithmische Phase der PCR Reaktion in separaten 
Experimenten bestimmt. Außerdem fand bei jeder Verwendung einer neuen cDNA 
eine neue Bestimmung der log Phase statt, weil sich wegen möglicher Unterschiede 
in  der  Effektivität  der  cDNA  Synthese  diese  log  Phase  in  der  folgenden  PCR-
Reaktion um zwei bis drei Zyklen verschieben kann.
Es wurden  zur  Normalisierung ein  Housekeeping  Gen (S26 ribosomales  Protein) 
eingesetzt, um mögliche Unterschiede zwischen den cDNA Proben auszugleichen, 
die aufgrund von Pipettier-Fehlern oder variierendem Einsatz von RNA in die cDNA 
Synthese entstanden sind.
2.2.4 Die semiquantitative PCR-Reaktion
Die  molekularbiologische  Methode  der  PCR  weißt  spezifische  DNA-  oder  RNA-
Sequenzen  nach.  Die  vorliegende  Arbeit  untersuchte  mit  diesem  Verfahren  die 
Genexpression der Enzyme HDAC-1 und -3 auf mRNA Ebene. 
Dazu wurde  das  in  der  reversen Transkription  erzeugte  cDNA/RNA-Hybrid  durch 
Erhitzen auf 94°C (2 Minuten) getrennt. 
Danach folgten 23-25 Zyklen,  von denen ein  Zyklus  wie  folgt  in  je  drei  Schritten 
ablief: Zunächst erfolgte ein Erhitzen auf 94°C (1 Minute), danach ein Absenken der 
Temperatur  auf  55-62°C  (1  Minute)  mit  Anlagerung  der  zwei  spezifische 
Oligonukleotid-Primer  an  die  komplementären  Sequenzen  der  Ziel-DNA/RNA,  die 
von den Enzym-Sequenzen des humanen Gens abgeleitet waren. 
In  einem dritten  Schritt  wurden die  hybridisierten  Primer  durch  das  Enzym Taq–
Polymerase bei 72°C (1 Minute) verlängert. 
Als  Kontrolle  für  die  RNA-Integrität  verwendeten  wir  die  Expression  des  S26 
ribosomalen Proteins.
7
Material und Methoden                                                                                              
2.2.5 Detektion der PCR-Produkte und deren Auswertung
Zunächst  wurde  ein  1,2%iges  Agarosegel  hergestellt  (Agarose  in  1xTAE-Puffer= 
40mM  Tris-Acetat,  1mM  EDTA;  pH7,5).  Zur  Darstellung  der  Reaktionsprodukte 
wurde dem Gel die DNA-interkalierende Substanz Ethidiumbromid (0,4µg pro ml Gel) 
zugefügt,  die  eine  Bindung  mit  Nukleinsäuren  eingeht  und  somit  bei  einer 
Wellenlänge von 302nm zur Emission von sichtbarem Licht angeregt werden kann.
In die mit TAE-Puffer (40mM Tris, 40mM Natrium-Acetat, 1mM EDTA; pH7,5) gefüllte 
Elektrophoresekammer kam das Gel zu liegen. Die Geltaschen wurden mit je 15µl 
PCR-Produkt,  das  mit  4µl  DNA-Loading  gemischt  wurde,  gefüllt.  Die 
elektrophoretische Auftrennung wurde mit einer Spannung von 90V durchgeführt.
Nach  etwa  einer  Stunde  konnten  die  Banden  im  ultravioletten  Licht  auf  einem 
Transilluminator  (Model  TR-302,  Spectronics  corp.,  New  York,  USA)  sichtbar 
gemacht werden. 
Die Auswertung der optische Dichte der PCR-Produkt-Banden wurde mit Hilfe der 
„Kodak  Image  Station  440  CF“  und  der  „1D  AnalysisSoftware“,  Version  3 
(PerkinElementLifeSience, Boston, USA), durchgeführt. 
Um  einen  Vergleich  der  in  die  PCR-Reaktion  eingegangenen  cDNA-Mengen  zu 
ermöglichen, wurde bei jeder PCR-Reaktion auch die mRNA des S26-Proteins, des 
Housekeeping  Gens,  amplifiziert.  Dieses  ribosomale  Protein  untersteht  keinem 
hormonellen Einfluss und wird  in  allen Untersuchungsstadien konstant  exprimiert. 
Der Wert der optischen Dichte (OD) der regulierten PCR-Produkte wurde dann durch 
den entsprechenden Wert der OD des S26-PCR-Produktes dividiert.
Zur Bestätigung der unterschiedlichen Genexpression wurden RT-PCR Experimente 
mit RNA/cDNA-Proben von drei bis vier unabhängigen Primärkulturen, fünf bis sechs 
unabhängigen T47D-Zellkulturversuchen sowie von 30 verschiedenen Endometrium-
Proben, die über den ganzen Zyklus verteilt waren, durchgeführt. 
Auf diese Weise war eine semiquantitative Auswertung der HDAC-1 und -3 mRNA-
Expression möglich.
2.3 Real-time RT-PCR („Light Cycler“)
2.3.1 RNA-Isolierung für die Real-time RT-PCR
Mit dem „High Pure RNA Tissue Kit“ (Roche, Mannheim) wurde die RNA-Isolierung 
aus humanem Endometrium durchgeführt.  25mg Endometrium Gewebe wurden in 
900µl  Lyse/Binde  Puffer  mit  einem Glas-Teflon-Homogenisator  homogenisiert.  Es 
wurden 600µl wassergesättigtes Phenol/Chloroform-Gemisch (Ambion) hinzugefügt. 
Das  Gemisch  wurde  gevortext.  Ein  Zentrifugationsschritt  (13000 rpm,  2  Minuten, 
Raumtemperatur)  trennte die Phasen. Der wässrige Überstand wurde abpipettiert, 
mit  0,5  Volumen  reiner  Ethanol-Lösung  vermengt  und  in  die  Säulchen  des  Kits 
gegeben.  Die  RNA-Isolierung  fand  weiterhin  entsprechend  den  Anleitungen  des 
Herstellers „Roche“ statt. Allerdings wurde die Dauer der Inkubation mit der DNAse I 
auf 30 Minuten bei 37°C verlängert. Die Isolierung wurde durch die Eluierung der 
RNA mittels zweimal 50µl von den Säulen abgeschlossen. 
Bei der RNA-Isolierung aus kultivierten und separierten endometrialen Stroma- und 
Epithelzellen  wurde  das  unter  2.2.1  erwähnte  „High  Pure  Isolation  Kit“  (Roche, 
Mannheim) verwendet. 
2.3.2 cDNA Synthese
Mit dem „1st  Strand cDNA Synthesis  Kit“  für  RT-PCR (AMV) von „Roche“  wurde 
entsprechend  des  Protokolls  des  Herstellers  1µg  RNA  in  cDNA  umgeschrieben. 
Hierbei wurde der OligodT15-Primer verwendet. Die synthetisierte cDNA wurde, 1:1 
in sterilem Wasser verdünnt, weiterverwendet.
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2.3.3 Real-time RT-PCR-Reaktion
Die cDNA wurde mit dem „LightCycler“ (Roche, Mannheim, Deutschland) amplifiziert. 
Bei dieser Reaktion diente die 5-Aminolevulinat-Synthase (ALAS) als Housekeeping 
Gen.  Die  Detektion  der  ALAS-Expression  wurde  mit  dem  „LightCycler-h-ALAS 
Housekeeping Gene Set“ und dem „LightCycler FastStart DNA Master Hybridization 
Probes-Kit“ (beides Kits Roche, Mannheim) durchgeführt.
Für die HDAC PCR-Reaktion wurde das „LightCycler FastStart DNA Master SYBR-
Green1 Kit“ (Roche, Mannheim) verwendet. Der forward Primer hatte die Sequenz 
5`ctcgggtgctctacattgaca3`,  der  reverse  Primer  wies  die  Sequenz 
5`atgcacgtgggttggtagaa3`  auf.  Diese  wurden  durch  ein  im  Internet  verfügbares 
Primer-Design-Programm (http://doprimer.interactiva.de/index.html) entwickelt.
Durch  zahlreiche  Vorversuche  wurden  die  optimalen  Bedingungen  für  die  PCR-
Reaktion in Erfahrung gebracht. Die aus der PCR-Reaktion hervorgegangenen PCR-
Produkte  wurden  mit  einer  Schmelzpunktanalyse  und  durch  die  Auftrennung  auf 
einem Ethidiumbromid-haltigen DNA-Agarose-Gel untersucht.
Das PCR-Programm wurde dem Gerät mit  der „LightCycler“ Software Version 3.5 
übermittelt.  Bei  dem  Ansetzen  der  PCR-Reaktion  wurde  nach  dem  Kit-Protokoll 
vorgegangen. Ein Ansatz hatte ein Volumen von 20µl, wobei 18µl PCR-Reaktionsmix 
und 2µl cDNA zusammengegeben wurden. Das im Reaktionsmix enthaltene MgCl2 
hatte eine Konzentration von 3mM. Zwei Negativ-Kontrollen wurden verwendet: Zum 
einen wurde Wasser anstelle der cDNA eingesetzt und zum anderen RNA.
Insgesamt  lief  die  PCR-Reaktion  in  4  Schritten  ab:  1.  Aktivierung  der  Taq-
Polymerase  bei  95°C  für  10  Minuten,  2.  Vervielfältigung  und  Quantifizierung: 
Denaturierung bei 95°C, 10 Sekunden; Annealing bei 68°C, 5 Sekunden; Extension 
bei  72°C,  20 Sekunden und Messung bei  84°C,  5 Sekunden;  3.  Schmelzkurven-
Profil: 95°C, 5 Sekunden; Abkühlen auf 77°C, 30 Sekunden und langsames Erhitzen 
auf 95°C mit 0,1°C/Sekunde bei fortlaufender Messung, 4. Abkühlen auf 40°C. 
Die  Effektivität  der  PCR-Reaktion  des  Housekeeping  Gens  bzw.  der  HDAC-2 
bestätigte eine Verdünnungsreihe in einem Pool aus cDNAs der zu untersuchenden 
Endometrium-Proben. So konnte ein „Fit Coefficient File“ erstellt werden. Der „Slope“ 
für ALAS betrug -3,845, der für HDAC-2 -4,530.
Mittels der „RelQuant Software“, Version 1.01 (Roche), konnten die PCR-Reaktionen 
quantifiziert werden. Dabei waren die „Fit Coefficient Files“ für ALAS und HDAC-2 
eine Vorraussetzung. Es wurde die HDAC-Expression (Targetgen) gegen die ALAS-
Expression  (internes  Referenz-Gen)  normalisiert.  Die  Resultate  sind  als  „arbitrary 
units“ dargestellt.
2.4 Immunhistochemie
2.4.1 Lokalisation der HDAC mit Hilfe polyklonaler Antikörper
Mit  der  Streptavidin-Biotin-Methode  wurde  das  HDAC-1  und  HDAC-3  Protein 
immunhistochemisch dargestellt.
Hierbei  wird  zunächst  ein  Primärantikörper  verwendet,  der  das  zu  detektierende 
Antigen  bindet.  An  den  FC-Teil  dieses  Primärantikörpers  greift  ein 
Sekundärantikörper  an,  welcher  mit  dem  Vitamin  Biotin  konjugiert  ist.  Ein 
peroxidasekonjugierter  Streptavidin-Komplex  wird  als  drittes  Reagenz  eingesetzt, 
wobei das Glykoprotein Streptavidin je vier Moleküle Biotin des Sekundärantikörpers 
bindet.
Somit steht das zu untersuchende Antigen über eine aus zwei Antikörpern gebildete 
Verbindung mit dem Enzym Peroxidase in Beziehung. Die Peroxidase katalysiert die 
Reaktion eines chromogenen Substrates zu einem unlöslichen Farbniederschlag, der 
die Expression sowie die Lokalisierung des Antigens charakterisiert.
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Die Immunhistochemie wurde an Paraffinschnitten des gesunden Endometriums und 
auch an  Schnitten  von Endometrium-  und Mamma-Karzinomen durchgeführt.  Die 
Mamma-Proben  enthielten  neben  tumorinfiltriertem  Gewebe  auch  gesund 
erscheinende Bereiche und Tumoren.
Die T47D-Zellkulturen, die mit Estradiol  bzw. mit Estradiol  und MPA vorbehandelt 
worden waren, wurden ebenfalls immunhistochemisch untersucht.
2.4.2 Immunhistochemisches Protokoll
Die Paraffinschnitte wurden zunächst in Xylol (zweimal 10 Minuten) und daraufhin in 
einer absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert und in destilliertem Wasser gespült. 
Um die gesuchten Antigene freizulegen, wurde daraufhin 4x5 Minuten in Citrat Puffer 
(10 mmol/L, pH6) in der Mikrowelle bei 600 Watt inkubiert. Da das zu untersuchende 
Gewebe eine aktive endogene Peroxidase enthalten kann, wurde diese durch eine 
Behandlung  mit  0,3%  Wasserstoffperoxid  in  Methanol  für  30  Minuten  blockiert. 
Anschließend erfolgte eine Spülung dreimal 5 Minuten in PBS. 
Die Inkubation mit „Serum Blocking Solution“ (HistostainR Plus Broad Spectrum-Kit, 
Zymed, San Francisco, California, USA) für 30 Minuten diente der Absättigung von 
unspezifischen Bindungen an Kollagen und Bindegewebe. 
Nach dem Abkippen des Serums wurde der Primärantikörper aufgetropft. Die Art des 
Antikörpers, die verwendete Konzentration, seine Vorbehandlung sowie das benutzte 
Detektionssystem ist der Tabelle II zu entnehmen.
Tabelle II: Antikörper für die Immunhistochemie
Antigen Klon Hersteller Verdünnung Vorbehandlung Detektion
HDAC1
Ab7028 Abcam 1:500
#2062 Cell Signalling 1:50
4 × 5 Minuten 
Mikrowelle; 10 
mM Citratpuffer 
(pH 6)
HistostainPlus 
Kit; Broad 
Spectrum, 
Zymed
HDAC3
Ab7030 Abcam 1:50
#2632 Cell Signalling 1:50
4 × 5 Minuten 
Mikrowelle; 10 
mM Citratpuffer 
(pH 6)
HistostainPlus 
Kit; Broad 
Spectrum, 
Zymed
Der Primärantikörper wurde über Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer inkubiert. 
Anschließend  wurde  dreimal  5  Minuten  mit  der  0,1%igen  PBS/Tween  Lösung 
gespült. Es folgte eine 30 Minuten dauernde Inkubation mit dem Biotin-konjugierten 
zweiten Antikörper (HistostainR Plus Broad Spectum Kit). Erneut wurde dreimal je 5 
Minuten mit  PBS/0,1% Tween-Lösung gespült  und zuletzt  die Inkubation mit dem 
dritten Antikörper, dem „Streptavidin-Peroxidase Konjugat“ (HistostainR Plus Broad 
Spectrum  Kit),  für  30  Minuten  durchgeführt.  Die  Spülung  erfolgte  zweimal  für  5 
Minuten  in  PBS/0,1%Tween,  und  einmal  5  Minuten  in  destilliertem  Wasser.  Die 
Farbreaktion mit dem „AEC-Kit“ (Zymed, San Francisco, USA) stellt die eigentliche 
Detektion dar. Die Peroxidase des spezifisch gebundenen „Streptavidin-Peroxidase-
Komplexes“  setzt  H2O2 um,  wobei  sich  mit  „AEC“  ein  roter  Farbstoffniederschlag 
bildet, der die Antigen-exprimierenden Zellen markiert.
Die  Entwicklung  der  Farbreaktion  wurde  mikroskopisch  verfolgt  und  durch 
Überführung der Schnitte in Leitungswasser beendet.
Jeweils ein Schnitt pro Objektträger wurde mit Hämatoxylin gegengefärbt, wobei sich 
nicht  detektierte  Strukturen  des  Kerns  zur  Kontrastierung  bläulich  färben.  Die 
Schnitte wurden mit Glycerolgelatine (Merck, Darmstadt) eingedeckelt.
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2.5 Semiquantitative Auswertung der Immunreaktion
Die  semiquantitative  Auswertung  der  immunhistochemischen  Schnitte  erfolgte 
unabhängig  von  2  Personen  bei  einer  100fachen Gesamtvergrößerung,  bzw.  bei 
schwächeren Reaktionen bei 200facher Gesamtvergrößerung. Bei der Zellzählung 
der  Endometrium-Schnitte  wurde  zwischen  „negativ“  und  „positiv“  differenziert. 
Hierbei wurden (-) und (+) als „negativ“ sowie (++) und (+++) als „positiv“ gewertet. 
Pro Schnitt wurden drei Ausschnitte a 200 Zellen gezählt. Der erste Ausschnitt betraf 
das  oberflächliche  Endometriumepithel,  der  zweite  die  Epithelzellen  des  mittleren 
Drüsenbereiches und der dritte Ausschnitt umfasste die Epithelzellen der im Stratum 
basale gelegenen Drüsen.
Abbildung 1: Beispiel für die Zellzählung der Endometrium-Schnitte: Ausschnitt von Drüsen aus dem 
Stratum basale
Um die Spezifität der Immunreaktion sicherzustellen, wurden zwei unterschiedliche 
Negativkontrollen  verwendet.  Einerseits  benutzten  wir  anstelle  des  ersten 
Antikörpers  die  „Serum Blocking  Solution“  (HistostainR Plus  Broad Spectum Kit), 
andererseits  ersetzten  wir  für  den  ersten  Antikörper  „non-immun  rabbit  IgG“ 
entsprechend der Konzentration des ersten Antikörpers.
In beiden Fällen wurde ohne den Primärantikörper ein negatives Ergebnis auf den 
entsprechenden  Gewebeschnitten  erreicht.  Dies  lässt  den  Schluss  zu,  dass  der 
jeweilige erste Antikörper spezifisch für die Detektierung der entsprechenden Histon-
Deacetylasen  war  und  weder  der  zweite  noch  der  dritter  Antikörper  in  den 
angewandten Verdünnungen unspezifisch an Strukturen des Endometriums bzw. der 
Mamma gebunden haben. 
2.6 Western Blot
Ein  spezifischer  immunologischer  Nachweis  für  Proteine  stellt  das  Western  Blot 
Verfahren dar, das auch quantitative Informationen liefert.
Zunächst erfolgte eine gelelektrophoretische Trennung der endometrialen Proteine 
(30µg pro Spur) mit Hilfe eines „SDS-Disk-Polyacrylamidgels“. Die Trennung durch 
das  10%ige  Gel  fand  aufgrund  des  Molekulargewichts  der  Proteine  statt. 
Anschließend erfolgte ein Transfer und eine Fixierung der getrennten Proteine auf 
einer  „Polyvinyldifluorid(PVDF)-Membran“  (Immobilon  P,  Millipore,  Hamburg, 
Germany,  Porendurchmesser  0,45µm)  durch  das  „Semidry-
ElektroBlotting“-Verfahren  (2mA/cm²)  für  40  Minuten.  Die  unspezifischen 
Bindungsstellen  der  Membran  wurden  anschließend  für  eine  Stunde  bei 
Zimmertemperatur  mit  5% Milchpulver  und  0,1% Tween  20  in  TBS-Puffer  (5mM 
Tris/HCl, 19mM NaCl; pH7,6) blockiert. 
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Die Membran wurde mit dem jeweils in der Tabelle III aufgeführten ersten Antikörper 
in der dort ebenfalls angegebenen Verdünnung in TBS/1% Milchpulver/0,1% Tween 
über  Nacht  bei  4°C  inkubiert  (Anti-HDAC-1  und  Anti-HDAC-3,  beide  1:5000  in 
TBS/1% Milchpulver/0,1% Tween,  Cell  signalling  technology,  Frankfurt,  Germany; 
Anti-HDAC-1 und Anti-HDAC-3, beide 1:20000 in TBS/1% Milchpulver/0,1% Tween, 
Abcam;  Anti-HDAC-2,  1:5000  in  TBS/1%  Milchpulver/0,1%  Tween,  Santa  Cruz, 
USA). Nach dreimaligem Waschen für je 10 Minuten mit TBS/0,1% Tween erfolgte 
eine  weitere  Inkubation  für  eine  Stunde  mit  einem  HRP-konjugierten  zweiten 
Antikörper  (donkey  anti  rabbit  IgG,  Santa  Cruz,  CA,  USA,  1:2000  in  PBS/1% 
Milchpulver/0,1% Tween), der mit dem ersten Antikörper reagierte. 
Die  Bindung des  1.  und 2.  Antikörpers  an  das  auf  der  Membran  fixierte  Protein 
konnte  durch  den  Vorgang  der  Chemieluminescence  mit  Hilfe  des  „Enhanced 
chemieluminescence(ECL)Kits“ (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Germany) 
entsprechend der Anweisungen des Herstellers sichtbar gemacht werden.
Tabelle III: Antikörper für den Western Blot
Antigen Klon Hersteller Verdünnung Detektion
HDAC1 #2062 Cell Signalling 1:5000 Goat-anti-rabbit-HRP (DAKO) 1:2000
HDAC3 #2632 Cell Signalling 1:5000 Goat-anti-rabbit-HRP (DAKO) 1:2000
HDAC1 Ab7028 Abcam 1:20000 Goat-anti-rabbit-HRP (DAKO) 1:2000
HDAC3 Ab7030 Abcam 1:20000 Goat-anti-rabbit-HRP (DAKO) 1:2000
HDAC2 H-54 Santa Cruz 1:5000 Goat-anti-rabbit-HRP (DAKO) 1:2000
2.7 Statistik
Die Berechnungen wurden mit Hilfe von „GraphPad Prism“ Version 3.00 für Windows 
(GraphPad Software, Inc., San Diego, USA) durchgeführt. 
Der Vergleich der Expression sowohl der HDAC-1, -2 und -3 mRNA- als auch der 
HDAC-1, -2 und -3 Protein-Expression an den einzelnen Zyklustagen wurde mit dem 
Kruskal-Wallis-Test  durchgeführt.  Dieser  Test  eignet  sich  zum  Vergleich  von  >2 
Versuchsgruppen mit  je  kleinem Stichprobenumfang.  Ein  p-Wert  <0,05 wurde als 
statistisch  signifikant  angesehen.  Bei  einem  signifikanten  Unterschied  der 
Versuchsgruppen  wurde  mit  dem  „Post-Test“  ein  Vergleich  der  verschiedenen 
Gruppen  durchgeführt.  Es  wurde  überprüft,  welche  dieser  Gruppen  sich 
untereinander signifikant unterschieden. Das Statistik-Programm verwendete hierfür 
den  „Dunn`s  Multiple  Comparison“-Test.  Die  Ergebnisse  dieses  Test  werden  in 
„GraphPad  Prism“  in  den  Stufen  „p>0,05“,  „p<0,05“,  „p<0,01“  und  „p<0,001“ 
angegeben.
Die  Versuchsgruppen  der  HDAC-1  und  -3  Protein-Expression  mittels 
Immunhistochemie  im  humanen  Endometrium  wurden  mit  Hilfe  von  95% 
Konfidenzintervallen ausgewertet. Hierbei ergab sich eine Signifikanz, wenn sich die 
Intervalle der jeweiligen Gruppen nicht überlappten.
Um zu testen, ob sich die mRNA Expression in den T47D-Zellen in Abhängigkeit von 
der  Vorbehandlung  mit  Estradiol  oder  mit  Estradiol  und  MPA  signifikant 
unterscheidet, wurde der „unpaired t“-Test verwendet. Ein p-Wert <0,05 wurde als 
statistisch signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse
3.1 Histon-Deacetylase-Expression im humanen zyklischen 
Endometrium und Endometrium-Karzinomen
3.1.1 Histon-Deacetylase-1-Expression im zyklischen Endometrium
3.1.1.1 Nachweis der HDAC-1 mRNA-Expression durch semiquantitative RT-
PCR
Mit  dem  Verfahren  der  semiquantitativen  RT-PCR  konnte  die  HDAC-1  mRNA-
Expression in humanem Endometrium (n=25) nachgewiesen werden. 
Wie in „Material  und Methoden“ beschrieben, wurde für HDAC-1 in Vorversuchen 
eine  Zyklusanzahl  von  31  bestimmt.  Um  eine  spezifische  Primer-Anlagerung  zu 
erzielen,  wurde  für  die  HDAC-1  Primer  eine  Temperatur  von  67°C ermittelt.  Die 
HDAC-1 mRNA wird im Endometrium konstitutiv über den Zyklus exprimiert (Kruskal-
Wallis-Test:  p=0,2693;  Tabelle  V  im  Anhang).  Dies  ist  in  Abbildung  2  graphisch 
dargestellt.
Abbildung 2: Nachweis  der  endometrialen  HDAC-1 mRNA-Expression  durch semiquantitative  
RT-PCR
3.1.1.2 Nachweis der HDAC-1 Protein-Expression durch Western Blot
Neben  der  mRNA  konnte  das  HDAC-1  Protein  im  Western  Blot  nachgewiesen 
werden. Die HDAC-1 Protein-Expression wurde in 16 Endometrium Proben, die den 
gesamten Zyklus gleichmäßig abdeckten, analysiert. Mit dem Western Blot konnte 
eine  konstitutive  HDAC-1  Protein-Expression  über  alle  Zyklusphasen  festgestellt 
werden (Abbildung 3). Für das HDAC-1 Protein ergab sich erwartungsgemäß eine 
molekulare  Größe von 62 kDa.  Das ß-Actin  im unteren Bild  diente  als  Ladungs-
Kontrolle.
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Abbildung  3: Nachweis  der  HDAC-1  Protein-Expression  im  humanen  Endometrium  durch 
Western Blot, ß-Actin dient als Ladungskontrolle
3.1.1.3 Lokalisierung der HDAC-1 Protein-Expression durch 
Immunhistochemie
Pro Zyklusphase (frühproliferativ: 3.-5 Zyklustag (ZT), mitproliferativ: 7.-10. ZT und 
spätproliferativ: 11.-14. ZT sowie frühsekretorisch: 15.-18. ZT, mitsekretorisch: 19.-
23. ZT und spätsekretorisch: 24.-28. ZT) wurden je 6 Proben immunhistochemisch 
analysiert.  Das HDAC-1 Protein wird erwartungsgemäß kernständig exprimiert.  Es 
wurde  sowohl  in  Epithel-  und  Stromazellen  (Abb.  4A)  als  auch  in  glatten 
Muskelzellen (Abb. 4B) gefunden. Hinsichtlich der Beurteilung der Färbungsintensität 
der  einzelnen  Zellen  dienten  die  Drüsenzellen  des  Stratum  basale  als  positive 
Kontrolle. Das HDAC-1 Protein wurde in den Drüsenzellen des Stratum basale (Abb. 
4C) und des Stratum functionale (Abb. 5A) detektiert. Die in den Lymphfollikeln des 
Stratum basale lokalisierten Zellen zeigten eine starke HDAC-1 Protein-Expression.
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Abbildung 4: HDAC-1 Protein-Expression im Stratum basale über den Zyklus: (A) 7., (B) 10., (C)  
17., (D) 19., (E) 23. und (F) 25. Zyklustag, Antikörper von der Firma Abcam, Vergrößerung: 400x
Pfeile in (A) zeigen HDAC-1 positive Stromazellen, Pfeile in (B) zeigen HDAC-1 positive glatte  
Muskelzellen, Pfeile in (C) zeigen HDAC-1 positive Drüsenzellen
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Abbildung 5: HDAC-1 Protein-Expression im Stratum functionale über den Zyklus: (A) 4., (B) 7.,  
(C) 18., (D) 20., (E) 25. und (F) 28. Zyklustag, Antikörper von der Firma Abcam, Vergrößerung:  
400x
Pfeile in (A) kennzeichnen HDAC-1 positive Drüsenzellen des Stratum functionale, Pfeile in (B)  
zeigen HDAC-1 positive Endothelzellen
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In den endometrialen Blutgefäßen exprimierten ein Teil der Endothelzellen sowie ein 
Teil der glatten Muskelzellen der Tunica media der Spiralarterien und der Arteriolen 
das HDAC-1 Protein (Abb. 5B).
Die  Ergebnisse  der  Immunreaktion  wurden  durch  eine  zweite  Untersuchung  mit 
einem weiteren Anti-HDAC-1 Antikörper (Firma Cell Signalling) bestätigt. Allerdings 
ergab sich mit dem „Cell  Signalling“  Antikörper eine weniger intensive,  prägnante 
Immunfärbung.
Die  semiquantitative  Auswertung  der  HDAC-1  Immunreaktion  (Cell  Signalling 
Antikörper)  im Epithel  des Endometriums ist  der  Abbildung 6 zu entnehmen.  Die 
Anzahl  der  HDAC-1  positiven  Zellen  im  Oberflächenepithel,  im  Epithel  der 
Drüsenhälse (Abb. 6, Kruskal-Wallis-Test: p=0,0503; Tabelle VII im Anhang) sowie 
im basalen  Drüsenepithel  (Abb.  6,  Kruskal-Wallis-Test:  p=0,1652;  Tabelle  VIII  im 
Anhang)  in  der  Proliferations-  und  Sekretionsphase  ist  durch  eine  hohe 
Schwankungsbreite  der  einzelnen  Proben  gekennzeichnet,  die  in  der  zweiten 
Zyklushälfte  (Tag  19-23  und  24-28  des  Zyklus)  jedoch  abnimmt.  Für  das 
Oberflächenepithel  ergibt  sich  ein  signifikanter  Expressionsunterschied  (Abb.  6, 
Kruskal-Wallis-Test:  p=0,0036;  Tabelle  VI  im  Anhang)  zwischen  den  einzelnen 
Zyklusphasen.
Wird die Analyse jedoch mittels 95% Konfidenzintervallen durchgeführt, so ergeben 
sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Zyklusabschnitten, da 
sich alle Intervalle überlappen (Tabelle VI im Anhang).
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Abbildung  6: Semiquantitative  Auswertung  der  HDAC-1-Immunreaktion  mittels  95% 
Konfidenzintervallen
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3.1.2 Endometrium-Karzinome: Nachweis der HDAC-1 Protein-
Expression mittels Immunhistochemie
Die HDAC-1 Protein-Expression wurde ebenfalls in endometrialen Adenokarzinomen 
untersucht (n=11). 
Die  HDAC-1-Expression  war  in  allen  untersuchten  Endometrium-Karzinomen 
nachweisbar. Bei der Beurteilung der Färbungsintensität der einzelnen Zellen wurden 
die morphologisch normal  erscheinenden Drüsen des Stratum basale als  positive 
Kontrolle verwendet. Insgesamt war die Färbung der malignen Zellen sowie auch der 
Stromazellen im Bereich des Tumors sehr heterogen (Abbildung 7). Hohe intra- und 
interindividuelle Schwankungen wurden hinsichtlich der Anzahl gefärbter Zellen und 
deren  Färbungsintensität  beobachtet.  Die  intra-individuellen  Schwankungen  der 
Färbungsintensität sind beispielhaft in Abb. 7D sichtbar: So zeigen die beiden Pfeile 
in der oberen Bildhälfte auf nebeneinander liegende Stromazellen, von denen die 
obere HDAC-1 negativ und die untere HDAC-1 positiv ist. Die Pfeile in der unteren 
Bildhälfte zeigen eine HDAC-1 positive neben einer nur schwach HDAC-1 positiven, 
maligne  veränderten  Drüsenzelle.  Der  inter-individuelle  Unterschied  wird  deutlich, 
wenn  man  die  Färbungsintensität  dieser  maligne  veränderten  Stroma-  und 
Drüsenzellen aus Abb. 7D mit der Färbungsintensität dieser Zelltypen aus Abb. 7H 
vergleicht. Sowohl die maligne veränderten Stroma- als auch Drüsenzellen in Abb. 
7H sind nur schwach HDAC-1 positiv bis HDAC-1 negativ. 
Das HDAC-1 Protein wird in den Kernen endometrialer Krebszellen,  Stromazellen 
und Tumor infiltrierender Immunzellen exprimiert.
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Abbildung 7: HDAC-1 Protein-Expression je in morphologisch gesund erscheinendem Gewebe am 
Rande  von  endometrioiden  Adenokarzinomen  und  in  endometrioiden  Adenokarzinomen:  (A)/(B):  
Bsp.1, (C)/(D): Bsp.2, (E)/(F): Bsp.3, (G)/(H): Bsp.4
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Das morphologisch gesund erscheinende Gewebe zeigte insgesamt eine stärkere 
Färbungsintensität der HDAC-1 Immunreaktion als die Endometrium-Karzinome. In 
Abb. 7A zeigen die Pfeile auf HDAC-1 positive Stromazellen, die Pfeile in Abb. 7B 
zeigen HDAC-1 negative Stromazellen.
Morphologisch gesund erscheinende Drüsenzellen in  Abb.  7E sind stark  HDAC-1 
positiv gefärbt (Pfeile). Im Vergleich dazu sind die maligne veränderten Drüsenzellen 
in Abb. 7F nur schwach HDAC-1 positiv bis HDAC-1 negativ (Pfeile). 
Die Färbungsintensität und die runde Form der Kerne einiger Zellen im Stroma ließ 
das  Vorhandensein  eines  bestimmten  Zelltyps  vermuten.  Eine  Färbung  von 
Serienschnitten mit dem CD45 Immunzellmarker und dem HDAC-1 Antikörper ergab, 
dass es sich bei diesen Zellen sehr wahrscheinlich um CD45 positive Immunzellen 
handelte (Abb. 8).
Abbildung 8: (A): Pfeile zeigen HDAC-1 positive Zellen im Stroma eines Endometrium-Karzinoms,  
(B): Pfeile zeigen, dass diese Zellen aus (A) wahrscheinlich CD45 positiv sind
3.2 Histon-Deacetylase-2 Expression im humanen zyklischen 
Endometrium 
3.2.1 Nachweis der HDAC-2 mRNA-Expression durch Real-time RT-PCR
Mit dem Verfahren der Real-time RT-PCR konnte die HDAC-2 mRNA-Expression im 
humanen Endometrium (n=26)  nachgewiesen werden (Abbildung 9).  Die HDAC-2 
mRNA wird im Endometrium konstitutiv über den Zyklus exprimiert (Kruskal-Wallis-
Test: p=0,3434, Tabelle IX im Anhang).
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Abbildung 9: Nachweis der endometrialen HDAC-2 mRNA-Expression durch Real-time RT-PCR, 
HDAC-2 mRNA wird konstitutiv über den Zyklus exprimiert;
P: Probe, W: Wasser, RNA-RT: Kontrolle, M: Marker
3.2.2 Nachweis der HDAC-2 Protein-Expression durch Western Blot
Neben  der  Expression  der  HDAC-2  mRNA  konnte  die  Expression  des  HDAC-2 
Proteins  im Western Blot  nachgewiesen werden.  Die  HDAC-2 Protein-Expression 
wurde in 16 endometrialen Proben, die gleichmäßig über den Zyklus verteilt waren, 
analysiert.  Auch mit dem Western Blot konnten eine konstitutive HDAC-2 Protein-
Expression über alle Zyklusphasen festgestellt werden (Abbildung 10). Das  β-Actin 
diente hierbei erneut als Ladungs-Kontrolle.
Abbildung 10: Nachweis  der  HDAC-2 Protein-Expression  durch Western  Blot-Analyse (oben),  
Nachweis der ß–Actin Protein-Expression zur Ladungs-Kontrolle
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3.3 Histon-Deacetylase-3-Expression im humanen zyklischen 
Endometrium 
3.3.1 Nachweis der HDAC-3 mRNA-Expression durch semiquantitative 
RT-PCR
Mit  dem  Verfahren  der  semiquantitativen  RT-PCR  konnte  die  HDAC-3  mRNA-
Expression in humanem Endometrium (n=24) nachgewiesen werden (Abbildung 11). 
Für HDAC-3 wurde in Vorversuchen eine Zyklusanzahl von 32 bestimmt.
Die HDAC-3 Primer lagerten sich bei einer Temperatur von 63°C spezifisch an. 
Die  Expression  der  HDAC-3  mRNA  sinkt  vom  Zyklusbeginn  zum  Zyklusende 
(Kruskal-Wallis-Test:  p=0,0071,  Tabelle  X  im  Anhang).  Allerdings  findet  sich  bei 
einem Vergleich der verschiedenen Zyklusphasen lediglich ein Unterschied zwischen 
Tag 7-10 und Tag 24-28 des Zyklus (p<0,05). Wird die Analyse jedoch mittels 95% 
Konfidenzintervallen durchgeführt, so ergeben sich keine signifikanten Unterschiede 
zwischen  den  einzelnen  Zyklusabschnitten,  da  sich  alle  Intervalle  überlappen 
(Tabelle X im Anhang).
 
Abbildung 11: Nachweis der endometrialen HDAC-3 mRNA durch semiquantitative RT-PCR
Die  hohen  inter-individuellen  Schwankungen  der  HDAC-3  mRNA-Expression 
besonders in der mittleren Proliferationsphase (Tag 7-10 des Zyklus) sind hierbei 
auch  zu  berücksichtigen.  Die  Real-time RT-PCR Ergebnisse  bestätigen  die  hohe 
interindividuelle  Schwankungsbreite  der  endometrialen HDAC-3 mRNA-Expression 
(Daten nicht gezeigt).
3.3.2 Nachweis der HDAC-3 Protein-Expression durch Western Blot
Das  entsprechende  Protein  konnte  im  Western  Blot  nachgewiesen  werden.  Die 
HDAC-3 Protein-Expression wurde in 16 Endometrium-Proben, die gleichmäßig über 
den Zyklus verteilt waren, analysiert. Mit dem Western Blot konnten eine konstitutive 
HDAC-3  Protein-Expression  über  den  gesamten  Zyklus  festgestellt  werden 
(Abbildung 12). Für das HDAC-3 Protein ergab sich ein molekulares Gewicht von 49 
kDa. Wiederum wurde das ß-Actin als Ladungs-Kontrolle verwendet.
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Abbildung 12: Nachweis  der  HDAC-3 Protein-Expression durch Western Blot-Analyse (oben),  
Nachweis der β-Actin-Expression zur Ladungs-Kontrolle (unten)
3.3.3 Lokalisierung der HDAC-3 Protein-Expression mit 
Immunhistochemie
Das  HDAC-3  Protein  wird  in  den  Zellkernen  von  Epithel-,  Stroma-,  und  glatten 
Muskelzellen sowie in den Zellen der Lymphfollikel exprimiert (Abb.13 und 14). Der 
obere Pfeil in der Abb. 13A zeigt auf eine HDAC-3 positive Stromazelle, der untere 
Pfeil  kennzeichnet  eine  HDAC-3  positive  Drüsenzelle.  In  Abb.  13D sind  HDAC-3 
positive glatte Muskelzellen sichtbar (Pfeile). Die Färbungsintensität war insgesamt 
schwächer  als  in  der  HDAC-1  Immunreaktion.  In  den  endometrialen  Blutgefäßen 
konnte das HDAC-3 Protein einerseits in einem Teil der Endothelzellen (Abb.14D), 
andererseits in einigen glatten Muskelzellen der Tunica media von Spiralarterien und 
Arteriolen  detektiert  werden (nicht  dargestellt).  Die  HDAC-3-Immunreaktion  wurde 
exemplarisch an Endometrium Kryostat-Schnitten bestätigt (Daten nicht gezeigt). 
Die  semiquantitative  Auswertung  in  Abbildung  15  zeigt  in  der  mittleren 
Proliferationsphase  eine  signifikant  niedrigere  HDAC-3-Expression  als  in  den 
anderen Zyklusphasen sowohl im Oberflächenepithel (Kruskal-Wallis-Test: p=0,0011; 
Tabelle XI im Anhang; Post-Test: 7.-10.ZT vs. 15.-18.ZT p<0,01 und 7.-10.ZT vs. 
24.-28.ZT  p<0,01),  im  Epithel  der  Drüsenhälse  (Kruskal-Wallis-Test:  p=0,0311; 
Tabelle  XII  im  Anhang;  Post-Test:  7.-10.ZT  vs.  24.-28.ZT  p<0,05)  als  auch  im 
Drüsenepithel der Basalis (Kruskal-Wallis-Test: p=0,0266; Tabelle XIII im Anhang). 
Eine Analyse mittels 95% Konfidenzintervallen zeigte, dass sich keine signifikanten 
Unterschiede  zwischen  den  einzelnen  Zyklusabschnitten  ergaben,  da  sich  alle 
Intervalle überlappen (Tabelle XI/XII/XIII).
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Abbildung 13: HDAC-3 Protein-Expression im Stratum basale über den Zyklus: (A) 3., (B) 7., (C) 9.,  
(D) 11., (E) 15. und (F) 28. Zyklustag, Antikörper von der Firma Abcam, Vergrößerung: 400x
obere Pfeil in (A) zeigt HDAC-3 positive Stromazelle und unterer Pfeil HDAC-3 positive Drüsenzelle,  
Pfeile in (D) kennzeichnen HDAC-3 positive glatte Muskelzellen
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Abbildung 14: HDAC-3 Protein-Expression im Stratum functionale über den Zyklus: (A) 3., (B) 7., (C)  
9., (D) 11., (E) 15. und (F) 28. Zyklustag, Antikörper von der Firma Abcam, Vergrößerung: 400x
Pfeile in (D) zeigen HDAC-3 positive Endothelzellen
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Abbildung  15: Semiquantitative  Auswertung  der  HDAC-3  Protein-Expression:  im  endometrialen 
Oberflächen- und mittleren Drüsenepithel ist die HDAC-3 Protein-Expression jeweils für die mittlere  
Proliferationsphase signifikant erniedrigt
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3.4 Histon-Deacetylase-1-Expression in Mamma-Karzinomen und 
der T47D-Brustkrebszelllinie
Neben  dem  humanen  Endometrium  wurde  die  humane  Mamma,  insbesondere 
malignes  Mamma-Gewebe,  hinsichtlich  der  HDAC-1-Expression  untersucht.  Der 
Brustkrebs  ist  in  den  Ländern  der  industrialisierten  Welt  die  häufigste 
Krebserkrankung der Frau (www.krebsinformationsdienst.de) und somit ein wichtiger 
Gegenstand der aktuellen Forschung.
3.4.1 HDAC-1 Protein-Expression in medullären, invasiv-lobulären und 
invasiv-ductalen Mamma-Karzinomen 
Es  wurde  die  HDAC-1-Immunreaktion  von  morphologisch  normal  erscheinendem 
Gewebe,  das  sich  am  Rand  der  Tumorresektate  befand,  mit  dem  eigentlichen 
Tumorgewebe hinsichtlich der Färbungsintensität verglichen.
Das  HDAC-1  Protein  wurde  in  den  Kernen  der  Epithelzellen,  der  Zellen  der 
Ausführungsgänge und in den Zellkernen der Drüsenläppchen exprimiert (Abb. 16, 
17 und 18). 
HDAC-1-Immunreaktivität wurde auch in den Zellkernen von Stromazellen detektiert 
(Abb.16E). Weiterhin waren die Kerne von Adipozyten HDAC-1 positiv  (Abb.17A). 
Die Pfeile in Abb. 18C zeigen HDAC-1 positive Zellen der Ausführungsgänge. Die 
Blutgefäße  zeigten  in  Endothelzellen  (Abb.  18E,  oberer  Pfeil)  und  in  den glatten 
Muskelzellen der  Tunica media (nicht  dargestellt)  positive HDAC-1 Zellkerne.  Die 
beiden Pfeile in der unteren Bildhälfte von Abb. 18E kennzeichnen HDAC-1 positive 
Zellkerne der Drüsenläppchen. Die HDAC-1 Färbungsreaktion stellte sich in den an 
das maligne Gewebe angrenzenden, gesund erscheinenden Gewebeabschnitten als 
intensiv (+++) dar. Gezeigt ist dies in Abb. 18C/D sowie E/F: Im Vergleich zu dem 
morphologisch normal erscheinenden Gewebe fällt die HDAC-1 Färbung in dem mit 
„M“ gekennzeichneten, malignen Gewebe schwächer aus.
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Abbildung  16: HDAC-1  Protein-Expression  in  morphologisch  gesund  erscheinenden  Drüsen  der 
Mamma am Rande von medullären  Mamma-Karzinomen und in  medullären  Mamma-Karzinomen:  
(A)/(B)  Bsp.1:  mit  „K“  gekennzeichnete  Komedo-Nekrose  in  (B),  (C)/(D)  Bsp.2:  oberer  Pfeil  zeigt 
HDAC-1 positive Karzinomzelle und unterer Pfeil zeigt HDAC-1 negative Karzinomzelle in (D), (E)/(F) 
Bsp.3: Pfeile kennzeichnen HDAC-1 positive Stromazellen
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Abbildung  17: HDAC-1  Protein-Expression  in  morphologisch  gesund  erscheinenden  Drüsen  der 
Mamma  am  Rande  von  invasiv-lobulären  Mamma-Karzinomen  (A/C/E)  und  in  invasiv-lobulären 
Mamma-Karzinomen (B/D/F): (A)/(B) Bsp.1: Pfeile zeigen HDAC-1 positive Adipozyten in (A) sowie 
HDAC-1 positive Karzinomzellen in (B), (C/(D) Bsp.2: oberer Pfeil zeigt HDAC-1 negative und unterer  
Pfeil HDAC-1 positive Stromazelle in (C), (E)/(F) Bsp.3: oberer Pfeil kennzeichnet HDAC-1 positive  
und unterer Pfeil HDAC-1 negative Karzinomzelle in (F)
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Abbildung  18: HDAC-1  Protein-Expression  in  morphologisch  gesund  erscheinenden  Drüsen  der 
Mamma  am  Rande  von  invasiv-ductalen  Mamma-Karzinomen  (A/C/E)  und  in  invasiv-ductalen  
Mamma-Karzinomen  (B/D/F):  (A)/(B)  Bsp.1:  Komedo-Nekrose  „K“  in  (B),  (C)/(D)  Bsp.2:  HDAC-1 
positiven Zellen der Ausführungsgänge in (C), HDAC-1 negatives malignes Gewebe „M“ in (D), (E)/(F)  
Bsp.  3:  HDAC-1 positive Endothelzelle in  (E)  (oberer  Pfeil),  HDAC-1 positive Drüsenzellen in  (E)  
(untere Pfeile)
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Die  Kerne der  Karzinomzellen  und der  Tumor-infiltrierenden Immunzellen  zeigten 
eine HDAC-1-Immunreaktivität. 
Das  medulläre  Mamma-Karzinom  in  Abb.  16B  imponiert  durch  die  mit  „K“ 
gekennzeichnete, zentral gelegene, HDAC-1 negative Komedo-Nekrose. Außerdem 
wird in Abb. 16D eine heterogene HDAC-1 Protein-Expression deutlich, es befinden 
sich stark positive Zellen teilweise direkt neben negativen Zellen. Diese heterogene 
HDAC-1 Protein-Expression ist auch in Abb. 17F sichtbar. In Abb. 17B (Pfeile) sind 
beispielhaft  HDAC-1  positive  Karzinomzellen  gezeigt.  Auch  die  Abb.  18B 
veranschaulicht  innerhalb  des  invasiv-ductalen  Mamma-Karzinoms  eine  mit  „K“ 
gekennzeichnete Komedo-Nekrose.
Die Abbildung 19 verdeutlicht noch einmal die individuelle Heterogenität der Mamma-
Karzinom-Zellen anhand der heterogenen HDAC-1 Protein-Expression.  Dargestellt 
ist  die  Tumorfront  eines  invasiv-lobulären  Mamma-Karzinoms:  HDAC-1  positive 
Karzinomzellen sind direkt neben HDAC-1 negativen Karzinomzellen sichtbar.
 
Abbildung 19:  Invasiv-lobuläres Mamma-Karzinom, oberer Pfeil kennzeichnet HDAC-1 positive,  
unterer Pfeil HDAC-1 negative Karzinomzelle der Tumorfront
Die  Tabelle  IV  verdeutlicht  ebenfalls  die  Heterogenität  der  einzelnen  Mamma-
Karzinome:  Aufgeführt  ist  die  HDAC-1  Färbungsintensität,  das  „Grading“  und  die 
Estrogen-Rezeptor(ER)-Expression. 
So  wie  die  individuellen  Tumoren  einen  Unterschied  im  Tumorgrad  bzw.  in  der 
Expression  des  ER  aufweisen,  gibt  es  auch  deutliche  Unterschiede  in  der 
Expressionsstärke der HDAC-1 Protein-Expression.
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Tabelle IV:  Tumor-Grad (/ = Tumorgrad nicht bekannt), Estrogen-Rezeptor (ER)- 
Status und HDAC-1 Färbungsintensität der untersuchten Mamma-Karzinome (1-4: 
medulläre, 5-12: invasiv-lobuläre, 13-19: invasiv ductale Mamma-Karzinome)
Mamma-Karzinom Grade ER Status HDAC-1 Intensität
1 / 0 ++
2 3 <10% ++
3 / 0 heterogen, -/+++
4 / 0 +++
5 2 >90% +++
6 3 100% +++
7 3 60% +++
8 2 100% ++/+++, 20% -
9 3 100% +++
10 2 >80% +++
11 2 >80% +++
12 2 0 +++
13 3 <10% +
14 3 100% ++
15 3 >80% +++
16 3 <10% heterogen, -/+
17 3 0 heterogen,+/++
18 2 >90% +++
19 2 100% heterogen,+/++
Bei  der  immunhistochemischen  Detektion  des  HDAC-1  Proteins  in  den  Mamma-
Karzinomen  führten  die  Färbungsintensität  und  Morphologie  einiger  Zellkerne  im 
Stroma zu einer  genaueren Untersuchung dieser  Zellen.  Eine  Detektion  mit  dem 
Antikörper gegen das CD45 Antigen bestätigte das Vorkommen von CD45 positiven 
Immunzellen (Abbildung 20).
 
Abbildung 20: Pfeile in (A) zeigen HDAC-1 positive Zellen im Stroma der Mamma, Pfeile in (B) 
verdeutlichen, dass diese Zelle höchst wahrscheinlich CD45 positiv sind
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3.4.2 HDAC-1 mRNA- und Protein-Expression in der T47D-
Brustkrebszelllinien unter Behandlung mit Estradiol und Estradiol 
plus Medroxy-Progesteron-Acetat 
Die  HDAC-1  mRNA  wurde  konstitutiv  unter  Estradiol  bzw.  Estradiol  und  dem 
Progesteron-Agonisten  Medroxy-Progesteron-Acetat  (MPA)  Kultivierung  exprimiert 
(Abbildung 21).
Abbildung 21: T47D-Zellen exprimieren HDAC-1 mRNA konstitutiv unter Estradiol bzw. Estradiol  
und MPA
Die  HDAC-1  Protein-Expression  konnte  mit  Hilfe  des  Western  Blot  Verfahrens 
nachgewiesen werden. Die Bande für HDAC-1 hatte erwartungsgemäß 62kDa.
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Abbildung 22: Nachweis  der  HDAC-1 Protein-Expression  durch Western  Blot-Analyse (oben),  
Coomassi gefärbte Blotfolie zur Darstellung der geladenen Proteinmenge (unten)
Es wurde eine konstitutive und mittels der Immunhistochemie auch eine kernständige 
HDAC-1  Protein-Expression  unter  Estradiol  bzw.  Estradiol  und  MPA Behandlung 
festgestellt.
Neben der Kernfärbung zeigte sich bei den kultivierten T47D-Zellen auch teilweise 
eine geringe zytoplasmatische Anfärbung (Abb. 23). Ob dies ein Artefakt oder eine 
physiologische  Reaktion  darstellt,  kann  nicht  unterschieden  werden.  Riesen-
Tumorzellen  und  eine  maligne  veränderte  Kernmorphe  wurden  auch  in-vitro 
gefunden (Abb. 23A/E). Hierbei ist auffällig, dass die HDAC-1 Färbungsintensität des 
Zellkerns mit zunehmender Entartung der Kernmorphologie schwächer wurde (Abb. 
23F).  In  Stadien  der  Zellkern-Teilung  war  eine  schwache  oder  keine  HDAC-1 
Kernfärbung sichtbar. 
Es zeigten sich keine signifikanten Färbungsunterschiede zwischen Zellen, die mit 
Estradiol bzw. mit Estradiol und MPA vorbehandelt worden waren, was die Western-
Blot Ergebnisse (Mrusek et al. 2005) bestätigt.
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Abbildung 23: HDAC-1 Protein-Expression in der T47D-Brustkrebszelllinie, mit Estradiol (A), (C) und  
(E)  oder  mit  Estradiol  und  Medroxy-Progesteron-Acetat  (B),  (D)  und  (F)  vorbehandelt,  Riesen-
Tumorzellen in (A) und (E) durch Pfeile gekennzeichnet, Fragmentierung in (E) dargestellt
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4 Diskussion
4.1 Diskussion der Methoden
4.1.1 Semiquantitative RT-PCR und Real-time PCR
Mit dem Verfahren der semiquantitativen RT-PCR wird die Expression von mRNA 
nachgewiesen.  Dafür  muss  die  mRNA  in  cDNA  revers  transkribiert  werden.  Die 
cDNA,  die  zwischen zwei  Startsequenzen,  den so genannten Primern,  liegt,  wird 
dann in der PCR-Reaktion vervielfältigt. Die Basenabfolge der beiden Primer muss 
zur cDNA komplementär sein. Die Primer sollten eine Länge von 20 bis 24 Basen 
haben,  einen  Guanin/Cytosin  Gehalt  zwischen  40  bis  60%  und  eine 
Schmelztemperatur von etwa 60°C. Nach einer anschließenden Gelelektrophorese 
kann dann die Bande des PCR-Produkts mittels eines in die DNA interkalierenden 
Farbstoffs  im  UV Licht  sichtbar  gemacht  werden.  Aussagen über  die  Länge  des 
amplifizierten Fragmentes sind möglich.
Die semiquantitative RT-PCR hat weiterhin zum Ziel, von der gemessenen Menge an 
Reaktionsprodukt  am  Ende  der  Reaktion  auf  die  in  der  Probe  enthaltene 
Ausgangsmenge der RNA schließen zu können.
Bei jedem PCR-Zyklus sollte eine Verdopplung des Reaktionsproduktes stattfinden. 
Theoretisch würde die Menge an PCR-Produkt exponentiell ansteigen. In Wirklichkeit 
liegt das Syntheseprodukt jedoch unter der berechneten Menge. Zu Beginn und am 
Ende der PCR-Reaktion findet keine exponentielle Amplifikation statt, da am Beginn 
der Reaktion die Amplifikation noch uneffektiv ist und am Ende während der letzten 
Zyklen  die  Aktivität  des  Enzyms  nachlässt.  Zudem  hybridisieren  bei  niedriger 
Ausgangsmenge  und  weiter  fortschreitender  Reaktion  vermehrt  die  Primer 
untereinander  und bilden Primerdimere. In der mittleren Phase der PCR-Reaktion 
befindet sich ein Bereich, indem eine exponentielle Amplifikation stattfindet. Vor dem 
Hintergrund  dieser  diffizilen  Reaktionskinetik  kann  nur  in  dieser  Phase der  PCR-
Reaktion vom Reaktionsprodukt auf die ursprüngliche Substratmenge geschlossen 
werden.  Es sind zuverlässige Aussagen über  die Ausgangsmenge der RNA bzw. 
cDNA möglich. Diese Ergebnisse können zusätzlich durch eine Real-time PCR oder, 
wenn genügend RNA vorhanden ist, über einen Northern Blot bestätigt werden.
Die quantitative Real-time PCR stellt eine Verbesserung der herkömmlichen RT-PCR 
dar.  Bei  der  Real-time  PCR der  HDAC-2  wurde der  Fluoreszenzfarbstoff  SYBR-
Green1 benutzt, der sich in die Doppelstrang DNA einlagert. Die Fluoreszenz steigt 
proportional  mit  der Produktmenge und wird durch ein optisches Detektionsmodul 
direkt online nach jedem Zyklus gemessen. 
Ein DNA-Molekül bindet den Fluoreszenzfarbstoff SYBR-Green 1 nicht eins zu eins, 
sondern es bindet mehrere Farbstoffmoleküle gleichzeitig. Dies hat eine intensivere 
Fluoreszenz zur  Folge.  SYBR-Green1 kann zwar in  jede beliebige PCR-Reaktion 
eingesetzt werden, jedoch gewährleistet der Farbstoff keine spezifische Bindung an 
die  zu  amplifizierende  Ziel-DNA,  was  eine  Differenzierung  zwischen  korrektem 
Produkt und Artefakten wie z.B. Primerdimeren unmöglich macht. Deshalb wird im 
Anschluss  an  jede  PCR  eine  Schmelzkurvenanalyse  durchgeführt:  Durch  einen 
schrittweisen  Temperaturanstieg  erfolgt  eine  Auftrennung  der  Doppelstränge 
entsprechend der Schmelzpunkte in die Einzelstränge. Dies wird von einer Abnahme 
der Fluoreszenz begleitet. Da Primerdimere bei geringeren Temperaturen schmelzen 
als das spezifische PCR-Produkt, ist so eine Unterscheidung möglich.
Zusätzlich  wurden  die  PCR-Produkte  auf  einem  Ethidiumbromid-haltigen  DNA-
Agarose-Gel aufgetragen, um die Größe des PCR-Produktes zu kontrollieren, was 
mit der Schmelzpunktanalyse nicht möglich ist.
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Bei der PCR des Housekeeping Gens „Aminolevulinat-Synthase“ (ALAS) werden zur 
Detektion  des  spezifischen  Produktes  zwei  so  genannte  Hybridisierungssonden 
verwendet, die sequenzspezifisch an das amplifizierte PCR-Produkt binden. Diese 
Sonden sind mit verschiedenen Fluorochromen markiert  und binden während des 
PCR-Zyklus an das entstehende Produkt. Die beiden Fluorochrome gelangen so in 
enge  Nähe  zueinander.  Das  so  genannte  Donorfluorochrom  wird  durch  den 
„LightCycler“ angeregt und gibt einen Teil seiner Extinktionsenergie an das zweite 
Fluorochrom, das so genannte Akzeptorfluorochrom ab. Dadurch wird auch dieses 
Fluorochrom  angeregt  und  gibt  Licht  einer  definierten  Wellenlänge  ab,  die  vom 
„LightCycler“  detektiert  wird.  Binden die beiden Sonden nicht in einer bestimmten 
Nähe an das PCR-Produkt, wird auch keine messbare Fluoreszenz erzeugt. Somit 
sind  eine  höhere  Spezifität  und  eine  exaktere  Messgenauigkeit  vorhanden,  da 
entstehende unspezifische PCR-Produkte im Gegensatz zur PCR mit SYBR-Green1 
nicht nachgewiesen werden und daher die Messung bei der Primer-Anlagerung nicht 
verfälschen. Gerade bei geringen Materialmengen lassen sich so auch deutlichere 
Unterschiede  bei  der  mRNA-Expression  herausarbeiten,  was  Steuerwald  et  al. 
(1999) in Versuchen zeigten.
Weiterhin  ermöglicht  der  Einbau  der  fluoreszierenden  Farbstoffe  die  genaue 
Bestimmung der  vorhandenen Produkt-Menge  in  einer  Probe  während  der  PCR-
Reaktion. Durch die Verwendung von Standards mit bekannten Konzentrationen an 
Ausgangsmaterial  kann  die  Menge  des  in  der  Probe  ursprünglich  vorhandenen 
Targets bestimmt werden.  Die Auswertung und Quantifizierung erfolgte  basierend 
auf  der  Computersoftware  nach  Pfaffl  et  al.  (2004).  Hierbei  wurde  die  HDAC-
Expression  (Targetgen)  gegen  die  ALAS-Expression  (Housekeeping  Gen) 
normalisiert, und anschließend das Ergebnis als Quotient dargestellt.
4.1.2 Western Blot-Analyse
Das Western Blot Verfahren stellt eine Methode zur semiquantitativen Bestimmung 
der  Protein-Expression  dar.  Zunächst  erfolgt  in  der  „SDS-Polyacrylamid-Gel 
Elektrophorese“ die Auftrennung der Proteine. SDS bewirkt eine Überdeckung von 
Ladungsunterschieden der Proteine.  Es entstehen negativ geladene SDS-Protein-
Mizellen, deren negative Ladung der Masse des jeweiligen Proteins proportional ist. 
Darüber  hinaus  spaltet  SDS  inter-  und  intramolekulare 
Wasserstoffbrückenbindungen  der  Proteine  und  hebt  deren  hydrophoben 
Wechselwirkungen auf. Es verhindert Aggregatbildungen der Proteine untereinander, 
streckt die Polypeptidfäden und formt sie zu Ellipsoiden. Somit können die Proteine 
im Polyacrylamid-Gel aufgrund ihrer molaren Masse getrennt werden. 
Nachdem  die  aufgetrennten  Proteine  auf  eine  immobilisierende  Blotmembran 
transferiert worden sind, ist dann der Nachweis von spezifischen Proteinen mit Hilfe 
von Antikörpern möglich. Wir führten das elektrophoretische „Semidry-Blotting“ durch 
und  verwendeten  eine  durch  hohe  Bindungskapazität  und  mechanische  Stabilität 
gekennzeichnete  „Polyvinyldifluorid-Blotmembran“.  Transferprobleme  konnten 
beispielsweise  auftreten,  wenn  die  getrennten  Proteine  eine  niedrige  Löslichkeit 
besitzen und wenn sie hydrophob sind. 
Vor  der  Inkubation  der  Blotmembran  mit  dem  spezifischen  Antikörper  wurden 
unbesetzte  Bindungsstellen  mit  Milchpulver  blockiert,  um  die  Entwicklung  einer 
unspezifischen Hintergrundfärbung zu verhindern. 
Die  Ladungskontrolle  verbessert  die  Quantifizierung,  da  so  Ladungsunterschiede 
ausgeglichen werden.
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4.1.3 Immunhistochemie
Mit  dem Verfahren  der  Immunhistochemie ist  sowohl  der  Nachweis als  auch die 
Lokalisation von Proteinen in der Zelle möglich.
Wichtig  für  den Erhalt  der  Schnitte  ist  eine  sachgemäße Aufbewahrung.  Werden 
diese nicht optimal gelagert, kann eine Verfälschung der Ergebnisse oder ein starker 
Signalverlust  die  Folge  sein,  wie  wir  in  Vorversuchen  feststellen  konnten.  Die 
verwendeten Schnitte wurden deshalb bei 4C° im Kühlraum aufbewahrt. 
In zahlreichen Vorversuchen wurde für jeden Antikörper die optimale Verdünnung 
bestimmt. So wurden der HDAC-1-Antikörper (Firma Abcam) 1:500 in PBS/ (Firma 
Cell Signalling) 1:50 in PBS und der HDAC-3-Antikörper (Firma Abcam) 1:50 in PBS/ 
(Firma Cell Signalling) 1:50 in PBS verdünnt. 
Reiner  PBS-Puffer  stellte  sich  als  der  zur  Verdünnung  beste  Puffer  heraus: 
PBS/0,1% Tween bzw. „Serum Blocking Solution“ (HistostainR Plus Broad Spectum 
Kit) zur Verdünnung des Antikörpers lieferten schlechtere Färbeergebnisse.
Bei  der Auftragung des Antikörpers  muss zuvor gewährleistet  sein,  dass sich die 
Objektträger  im  Lot  befinden,  um  eine  gleichmäßige  Verteilung  der  Antikörper-
Lösung über den Schnitt zu gewährleisten.
Weiterhin  besteht  die  Möglichkeit,  dass  der  Antikörper,  der  an  ein  bestimmtes 
Antigen  binden  soll,  auch  an  unspezifische  Strukturen,  an  ähnliche  Epitope 
nichtverwandter Proteine bindet, und es so zu falsch positiven Ergebnissen kommt. 
Durch Negativkontrollen,  also  den Austausch des ersten  Antikörpers  durch  einen 
„unspezifischen  ersten  Antikörper“  (Non-Immune  Serum)  wurde  die  spezifische 
Bindung  des  Primärantikörpers  überprüft,  und  somit  die  Spezifität  der  Reaktion 
nachgewiesen.  Weiterhin  wurde  durch  ein  Weglassen  des  Primärantikörpers 
überprüft,  ob der Sekundärantikörper neben der Bindung an den Primärantikörper 
andere unspezifische Bindungen eingeht. Kreuzreaktionen der Antikörper mit nahe 
verwandten Proteinen sind durch den Hersteller ausgeschlossen worden.
Der  Fixierungs-  und  Einbettungsprozess  hat  für  das  Gewebe  Konsequenzen. 
Vermutlich  führt  die  Verarbeitung  des  Gewebes  zu  einer  Veränderung  der 
Oberflächenstruktur  der  Proteine,  was  generell  eine  verminderte  Sensitivität  des 
immunhistochemischen Proteinnachweises zur Folge hat.
Sowohl bei der Entparaffinierung in der absteigenden Alkoholreihe als auch bei der 
Behandlung der Schnitte in der Mikrowelle zur Freilegung des Antigens kann es zu 
einem Verlust von Gewebe kommen. Dies war nicht immer vermeidbar.
Ungeklärt bleibt bei den immunhistochemisch nachgewiesenen Histon-Deacetylasen 
allerdings, ob es sich um funktionell intakte Enzyme handelt oder nicht. Um dies zu 
klären, müsste man die Aktivität der Enzyme bestimmen. 
4.2 Die funktionelle Bedeutung von HDACs
Der Grundbaustein des Chromatins ist das aus acht Histonen (je zwei Moleküle H2A, 
H2B, H3 und H4) aufgebaute Nukleosom. Die Chromatin-Struktur wird entscheidend 
durch  die  posttranslationale  Acetylierung  der  Histone  beeinflusst,  und  der 
Acetylierungsstatus der Histon-Proteine korreliert  mit der Transkriptionsrate. Dabei 
katalysieren  die  Histon-Deacetylasen  die  Deacetylierung  der  im  N-Terminus  der 
Histone lokalisierten Lysinreste. Dieser Zustand der Hypoacetylierung ist mit einer 
Hemmung der Genexpression verbunden. Im Gegensatz dazu bewirkt die Aktivität 
von Histon-Acetylasen eine Hyperacetylierung, die mit einer verstärkten Transkription 
assoziiert ist (de Ruijter et al. 2003).
Durch  ein  Gleichgewicht  zwischen  den  antagonistisch  wirkenden  Histon-
Deacetylasen  und  Histon-Acetylasen  wird  ein  stabiles  Niveau  der  Acetylierung 
aufrecht gehalten. 
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Es  existieren  drei  verschiedene  Klassen  von  humanen  Histon-Deacetylasen, 
basierend auf  deren Ähnlichkeit  zu  den Histon-Deacetylasen der  Hefe:  Die  erste 
Klasse ähnelt der Histon-Deacetylase RPD3 der Hefe. Die zweite Klasse entspricht 
der Hda1 der Hefe, und die dritte Klasse der Histon-Deacetylasen ist homolog zu der 
SIR2 Familie der Hefe (Thiagalingam et al. 2003).
In  der  vorliegenden  Arbeit  wurde  die  erste  Klasse  der  Histon-Deacetylasen 
untersucht. Diese umfasst die Histon-Deacetylase-1, -2, -3 sowie die HDAC-8. Die 
HDAC-8  ähnelt  sehr  stark  der  Histon-Deacetylase-3  (de  Ruijter  et  al.  2003)  und 
wurde von den Untersuchungen ausgeschlossen. 
Es fällt auf, dass die HDAC-1 hohe Ähnlichkeit in der Sequenz zur HDAC-2 aufweist 
(de Ruijter et al. 2003, Khochbin und Wolffe 1997, McGraw et al. 2003, Thiagalingam 
et al. 2003): So sind HDAC-1 und -2 in der N-terminalen Region nahezu identisch, 
lediglich am C-terminalen Ende enthalten sie divergierende Sequenzen. 
Auch die HDAC-3 ähnelt in ihrer Sequenz stark der von HDAC-1 und -2 (McGraw et 
al. 2003, Thiagalingam et al. 2003).
Das HDAC-1-Protein hat kein Nukleäres-Export-Signal (NES; Johnstone 2002). Im 
Gegensatz dazu besitzt das HDAC-3 Protein sowohl ein Nukleäres-Import-Signal als 
auch ein NES (Yang et al. 2002). Dies würde neben einer kernständigen Lokalisation 
auch eine zytoplasmatische Lokalisation des HDAC-3 Proteins erlauben. Takami und 
Nakayama  (2000)  entdeckten,  das  u.a.  die  Fähigkeit  des  Transfers  zwischen 
Nukleus und Zytoplasma für die Funktion von HDAC-3 essentiell ist: Das HDAC-3 
Protein  ist  für  die  Lebensfähigkeit  der  Zelle  unerlässlich.  Eine  kernständige 
Expression des HDAC-3 Proteins bestätigen Studien von Emiliani et al. (1998) und 
Yang et al. (2002). Yang und Kollegen erklärten, dass das HDAC-3 Protein durch die 
über  Corepressoren  an  die  DNA  gebundene  HDAC-4,  -5  und  -7  rekrutiert  wird. 
Grotzinger et al. (1999) bestätigen eine Assoziation von HDAC-3 mit HDAC-4 und -5.
Die  Histon-Deacetylasen  binden  nicht  direkt  an  das  Chromatin  sondern  über 
Adaptermoleküle. Es existieren verschiedene Komplexe, in denen HDACs der Klasse 
1  zu  finden  sind.  Die  Tatsache,  dass  Histon-Deacetylasen  in  unterschiedlichen 
Komplexen  vorkommen,  lässt  den  Schluss  zu,  dass  die  Histon-Deacetylasen 
verschiedene spezielle Funktionen ausüben können.
Es wurden bereits drei inibitorische, transkriptionshemmende Multiproteinkomplexe 
beschrieben,  die  HDAC-1  und  -2  Proteine  enthalten:  a)  der  NuRD-Komplex 
(„nucleosome remodelling and deacetylating“), b) der CoREST-Komplex (enthält den 
Corepressor CoREST und den Repressor REST) und c) der Sin3-Komplex (enthält 
den Faktor mSin3A; Gu et al. 2005, de Ruijter  et al.  2003). Dieser Sin3-Komplex 
enthält  auch  Steroidhormon-Rezeptoren  und  deren  Corepressoren,  worüber  die 
Histon-Deacetylasen  an  der  Steroidhormonantwort  und  der  Steroidhormon-
abhängigen  Differenzierung  des  Gewebes  beteiligt  sind  (McKenna  et  al.  1999). 
Untersuchungen von Grotzinger et al. (1999) ist ebenso zu entnehmen, dass HDAC-
1 und HDAC-2 zusammen in denselben Multiproteinkomplexen enthalten sind. 
Auch HDAC-3 ist an der Steroidhormon-regulierten Genexpression beteiligt, da es 
über die Corepressoren N-CoR und SMRT an Steroidhormon-Rezeptoren gekoppelt 
werden kann (Guenther et al. 2000 und 2002, Li et al. 2000). Erst nach Bildung eines 
HDAC-3-SMRT- oder HDAC-3-N-CoR-Komplexes wird HDAC-3 aktiviert (Guenther 
et al. 2001 und 2002). N-CoR bildet aber auch mit HDAC-1 Komplexe (Underhill et 
al.  2000).  Somit  spielen  SMRT  und  N-CoR  wie  die  Histon-Deacetylasen  eine 
wichtige  Rolle  bei  der  Entwicklung,  Differenzierung  und  Tumorgenese  (Li  et  al. 
2000).
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4.2.1 Regulation der Genexpression durch die Interaktion von 
Steroidhormon-Rezeptoren mit dem inhibitorischen Sin3–Komplex 
sowie mit Coaktivator-Komplexen
Offensichtlich sind die Histon-Deacetylasen im Zusammenspiel  mit  Corepressoren 
entscheidend  an  der  durch  Steroidhormon-Rezeptoren  vermittelten 
Transkriptionshemmung beteiligt. 
Die  Steroidhormon-Rezeptoren  gehören  zur  Klasse  1  der  Nukleären  Rezeptoren 
(Mangelsdorf  et  al.  1995).  Sie  sind  Transkriptionsfaktoren  und  regulieren  die 
Expression von Genen als Antwort auf die Bindung eines Liganden. 
Ligandenfreie  Steroidhormon-Rezeptoren  interagieren  mit  Hitze-Schock-Proteinen 
und sind im Zytoplasma lokalisiert.
Die Bindung eines Liganden an seinen Steroidhormon-Rezeptor, z.B. den ER oder 
den PR, führt dazu, dass dieser dimerisiert, in den Kern gelangt, und an spezifische 
DNA-Sequenzen,  das so genannte „Hormon Response Element“  (HRE) innerhalb 
der  Promotoren von  Targetgenen,  bindet  (Cottone et  al.  2001).  Die  an  die  DNA 
gebundenen  Steroidhormon-Rezeptoren  können  nun  in  Abhängigkeit  von  dem 
Promotor-Kontext sowie in Abhängigkeit von dem Zelltyp Cofaktoren binden, welche 
die Transkription regulieren (Robyr et al. 2000). 
Diese Komplexe enthalten auch Histon-Acetylasen und Histon-Deacetylasen, wobei 
die Coaktivator-Komplexe oft mit Histon-Acetylasen und die Corepressor-Komplexe 
mit Histon-Deacetylasen, wie eingangs beschrieben, verbunden sind.
Nachdem  z.B.  der  PR  einen  Agonisten  bindet  und  dadurch  aktiviert  wurde, 
beeinflusst er das Zell-Wachstum, die Entwicklung und die Differenzierung (Wieser et 
al.  2002).  Microarray-Studien  haben  gezeigt,  dass  durch  die  Bindung  von 
Progesteron an den PR die Genexpression im Endometrium sowohl aktiviert als auch 
inhibiert werden kann (Riesewijk et al.  2003, Kao et al.  2002). Die durch den PR 
vermittelte Inhibition der Genexpression geschieht über Repressor-Komplexe und ist 
Gewebe-,  Zell-  und  Promotor-spezifisch  (Rowan  und  O´Malley  2000).  Der 
Mechanismus der Repression ist allerdings nicht vollständig geklärt und befindet sich 
noch in der Erforschung.
Außerdem  bilden  sich  Repressor-Komplexe  aus,  wenn  der  PR  mit  einem 
Antagonisten, wie z.B. RU 486 oder Onapriston besetzt ist (Cottone et al. 2001). Die 
dadurch  ausgelöste  Bildung  des  Repressor-Komplexes  ist  gut  verstanden  und 
vollzieht sich über die Bindung des Sin3A-Komplexes (siehe Abbildung 24). 
Abbildung  24: modifiziert  nach  McKenna  et  al.  1999,  NR  ist  hier  mit  dem  PR-besetzten  
Antagonisten PR gleichzusetzen
Neben  den  Komplexen,  welche  die  Transkription  inhibieren,  gibt  es  auch 
Transkriptions-aktivierende  Komplexe,  in  denen  der  PR  mit  Coaktivatoren  und 
Histon-Acetylasen interagiert.
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Die  Coaktivatoren  dieser  Komplexe  besitzen  entweder  eine  eigene  intrinsische 
Histon-Acetylase Aktivität oder können Histon-Acetylasen rekrutieren. Durch diese 
aktivierenden Komplexe wird  letztendlich die  Bindung zwischen Histonen und der 
DNA gelockert, so dass Transkriptionsfaktoren und die RNA-Polymerase II an den 
Promotor binden können.
Die Balance zwischen Coaktivatoren und Corepressoren und damit zwischen Histon-
Acetylase-  und  Histon-Deacetylase-Aktivität  ist  somit  ein  Bestandteil  der  durch 
Nukleäre Rezeptoren regulierten Transkription (Beato und Klug 2000).
Coaktivatoren des PR und ER sind der Steroid Rezeptor Coaktivator-1 (SRC-1), -2 
(SRC-2) und -3 (SRC-3) (McKenna et al. 1999, Rowan und O´Malley 2000). SRC-1 
und SRC-3 besitzen eine  eigene Histon-Acetylase Aktivität  (Spencer  et  al.  1997, 
McKenna et al. 1999). SRC-1 verstärkt die Wirkung des PR durch Bindung an diesen 
(Rowan und O´Malley 2000). Auch die Wirkung des ER wird durch SRC-1 verstärkt 
(Shiozawa et  al.  2003).  SRC-1,  -2 und -3  interagieren auch mit  dem Coaktivator 
Protein  CBP  (CREB-binding  protein),  das  ebenfalls  eine  intrinsische  Histon-
Acetylase Aktivität besitzt (Chakravarti et al. 1996) und ein Adapter für die Histon-
Acetylase  P/CAF  (p300/CBP-associated  factor)  darstellt  (Rowan  und  O´Malley 
2000). 
Interessanterweise  kann  die  Histon-Acetylase  P/CAF  auch  direkt  mit  den 
antagonistisch wirkenden HDACs interagieren (Yamagoe et al.  2003),  d.h. es gibt 
auch  Komplexe,  in  denen  HDACs  und  Histon-Acetylasen  (HATs)  gemeinsam 
vorkommen. 
4.2.2 Interaktion von HDACs mit Proteinen, die eine Rolle bei der 
Proliferation und Malignität sowie der Tumor-Pathogenese spielen
Die Bedeutung der Histon-Deacetylasen bei der physiologischen Proliferation wurde 
schon in einigen Studien diskutiert.  Die HDACs gewährleisten eine physiologische 
Proliferation durch die Suppression der Transkription von Genen, die die Proliferation 
hemmen, so z.B. von dem „Cyclin-Dependent-Kinase Inhibitor“  p21 (Lagger et al. 
2002). Bartl et al. (1997) und Lagger et al. (2002) beschrieben, dass insbesondere 
HDAC-1 mRNA und Protein in proliferierenden Zellen stark exprimiert wird. 
Lagger et al. (2002) konnten weiterhin eine gestörte Proliferation in HDAC-1 knock-
out Mäusen nachweisen. Die Autoren zeigten, dass die Expression von HDAC-2 und 
-3 in den HDAC-1 knock-out Mäusen induziert wird, aber diese beiden Isoformen den 
HDAC-1 Verlust nicht kompensieren können. Eine spezifische Funktion der HDAC-1 
bei der Proliferations-Kontrolle ist somit anzunehmen. Bartl et al. (1997) stellten aber 
auch  Störungen  bei  der  Proliferation  von  Fibroblasten  der  Maus  fest,  wenn eine 
HDAC-1  Überexpression  vorliegt.  Folglich  scheint  eine  optimale  Kontrolle  der 
Proliferation von einem definierten HDAC-1 Expressionsniveau abhängig zu sein.
Untersuchungen  ergaben  darüber  hinaus,  dass  das  Retinoblastom  Gen  Histon-
Deacetylasen der Klasse 1 rekrutiert, wodurch die Transkription von Genen gehemmt 
wird, welche die Proliferation fördern (Brehm et al. 1998). Das Retinoblastom Gen 
hemmt die Transkription des für die Proliferation essentiellen Transkriptionsfaktors 
E2F, wobei es nach Bindung an E2F HDAC-1 und -2 rekrutiert (Abbildung 25). Auch 
Untersuchungen von Magnaghi-Jaulin et al. (1998) ergaben, dass HDAC-1 mit dem 
Retinoblastom Gen interagiert.
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Abbildung  25: Das  Retinoblastom  -Gen  Rb  rekrutiert  HDACs  mittels  E2F,  modifiziert  nach 
www.biocarta.com
Die  Histon-Deacetylasen  sind  weiterhin  für  die  Förderung  des  Überlebens  von 
Karzinomzellen essentiell  (Glaser  et  al.  2003).  Eine verminderte  Acetylierung von 
Histonen wird mit der Entwicklung von Mamma-Karzinomen in Verbindung gebracht 
(Yan et al. 2001).
HDAC-1 und -2 binden an das BRCA-1 Protein (Abbildung 26), einem wesentlichen 
Faktor bei der Entstehung von Mamma-Karzinomen (Yarden und Brody 1999). Dies 
wird durch Yan et al. (2001) weiter bestätigt.
Abbildung 26: Interaktion zwischen HDAC und BRCA-1, modifiziert nach www.biocarta.com
Histon-Deacetylasen interagieren auch mit dem Tumorsuppressor Gen p53 (Luo et 
al. 2000; Kuperwasser 2000; Glaser 2003). Dies ist für die Karzinogenese insofern 
interessant,  als  es  in  Tumoren  vermehrt  mutiert  exprimiert  wird.  p53  ist  ein 
Transkriptionsfaktor, der an der DNA-Reparatur-Reaktion beteiligt ist, Apoptose und 
den Zellzyklus-Arrest induziert,  indem er wachstumshemmende Faktoren, wie den 
„Cyclin-Dependent-Kinase  Inhibitor“  p21,  aktiviert.  Da  HDAC-1,  wie  bereits  unter 
4.2.2  erläutert,  die  Transkription  von  „Cyclin-Dependent-Kinase  Inhibitor“  p21 
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supprimiert,  wirken HDAC-1 und p53 also hinsichtlich der Proliferations-Steuerung 
antagonistisch (Lagger et al. 2003). 
4.3 Humanes Endometrium und endometrioide Adenokarzinome
4.3.1 Normales zyklisches Endometrium
Die  im Ovar  synthetisierten  Steroidhormone,  Estrogene  und  Progesteron,  welche 
zyklisch  frei  gesetzt  werden,  induzieren  die  sich  wandelnde  Morphologie  des 
Endometriums.  Abhängig von der Menge und Wirkungsdauer der Steroidhormone 
durchläuft  das  Endometrium charakteristische,  zyklische  Veränderungen,  die  sich 
histologisch in vier Stadien unterteilen lassen: Proliferation, Sekretion, Desquamation 
und Regeneration. 
In  der  Proliferationsphase  stimuliert  Estradiol  den  Aufbau  eines  neuen  Stratum 
functionale auf dem Boden des persistierenden Stratum basale. In dieser Phase des 
Zyklus ist der PR diffus in den Kernen von Epithel- und Stromazellen verteilt (Arnett-
Mansfield et al. 2004). Die wenigen Drüsenschläuche stellen sich zunächst als kurz 
und  eng  dar,  doch  im  Verlauf  der  Proliferationsphase  erweitern,  schlängeln  und 
verlängern sich diese. 
Progesteron stimuliert in der darauf folgenden Sekretionsphase die Differenzierung 
der Drüsen, die Glykogenese und hemmt die durch Estrogen bewirkte Proliferation 
des  Epithels  (Graham  und  Clarke  1997).  Der  PR  ist  nun  fokal  in  den  Kernen 
lokalisiert.  Es  werden  Vakuolen  in  den  basalen  Drüsenzellen  sichtbar,  die 
Drüsenschläuche erweitern sich,  erhalten Sägeblattform und sezernieren Proteine 
und Glykogen in  das  Lumen.  Im Stratum funktionale  formieren sich das Stratum 
compactum und das Stratum spongiosum. Das Stroma des Stratum spongiosum wird 
ödematös. Die Spiralarterien proliferieren.
Durch den Abfall des Progesteron- und des Estrogen-Serumspiegels am Ende des 
Zyklus kontrahieren sich die Spiralarterien. Das Endometrium wird ischämisch. In der 
Desquamationsphase dilatieren die Gefäße, und Blut tritt aus den Arteriolen aus. Das 
Stratum functionale wird abgestoßen, und dies imponiert als Entzugsblutung. 
Ein Sistieren der Blutung vollzieht sich aufgrund von Kontraktionen der Spiralarterien, 
Thrombosierung sowie Uteruskontraktionen unter Prostaglandin-Wirkung. Am dritten 
Tag nach der Blutung beginnt eine neue Epithelialisierung ausgehend vom Stratum 
basale. Das Endometrium regeneriert sich.
4.3.1.1 Endometriale HDAC-1-Expression
Die  HDAC-1  mRNA wird  konstitutiv  über  den  Zyklus  im Endometrium exprimiert. 
Diese Daten zur HDAC-1 mRNA-Expression im humanen Endometrium werden nicht 
nur mit dem Verfahren der Real-time RT-PCR (Krusche 2005), sondern auch durch 
die durchgeführten Western Blot-Ergebnisse auf der Protein-Ebene bestätigt.
Das Protein ist in den Kernen von Stroma-, Drüsen- und Immunzellen lokalisiert und 
wird ebenfalls konstitutiv über den Zyklus exprimiert. Ein Teil der intensiv HDAC-1 
exprimierenden Zellen besaß runde Zellkerne und war sowohl im Stroma als auch im 
Drüsenepithel des Endometriums zu finden. Mit Hilfe von Serienschnitten konnte für 
diese  HDAC-1  Protein  positiven  Zellen  auch  die  Expression  des  CD45 
Immunzellmarkers gezeigt werden (Vloet et al. 2005).
Bezüglich der Kernständigkeit des HDAC-1-Proteins stimmt unser Ergebnis mit den 
Ergebnissen von Bartl et al. (1996) und Johnstone (2002) überein, die beschrieben 
haben, dass das HDAC-1 Protein kein NES besitzt. 
Da auf molekularer Ebene eine funktionelle Beziehung zwischen dem PR, dem ER 
und  den  HDACs  besteht  (siehe  Kapitel  4.2.1)  und  HDACs  eine  Rolle  bei  der 
Proliferations-Steuerung  aufweisen,  wird  im  Folgenden  das  HDAC-1  Protein-
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Expressionsmuster  mit  dem  Expressionsmuster  des  PR,  des  ER  und  des 
Proliferationsmarkers Ki 67 verglichen.
Die  funktionelle  Bedeutung  der  HDACs  für  die  Progesteron-Antwort  diskutierten 
bereits  Sakai  et  al.  (2003).  Die  Arbeitsgruppe wies nach,  dass die  Inhibition  von 
Histon-Deacetylasen  in  endometrialen  Stromazellen  die  Progesteron-induzierte 
Dezidualisierung verstärkt. 
Die  immunhistochemischen  Untersuchungen  zeigen,  dass  endometriale  Stroma-, 
Epithel- und Endothelzellen endometrialer Blutgefäße sowie die glatten Muskelzellen 
des  Myometriums  über  den  Zyklus  eine  gleichmäßige  HDAC-1-Expression 
aufweisen, wobei jedoch Unterschiede in der Färbungsintensität der einzelnen Zellen 
zu beobachten waren. Dieses gleich bleibende Expressionsmuster  trifft  jedoch für 
andere, mit  den Histon-Deacetylasen interagierenden Proteine, wie beispielsweise 
für den PR und den ER, nicht zu.
Durch die Methode der Immunhistochemie konnte nachgewiesen werden, dass der 
PR  und  der  ER  in  Drüsenepithelzellen  im  zyklischen  humanen  Endometrium 
exprimiert  werden (Shiozawa et  al.  2003,  Alfer  et  al.  2000,  Gregory et  al.  2002). 
Weiterhin geht aus Studien hervor, dass die Expression der beiden Steroidhormon-
Rezeptoren im Drüsenepithel besonders in der Proliferationsphase sehr stark war. 
Dies belegt Kershah et al. (2004) für den PR auf mRNA-Ebene und Gregory et al. 
(2002)  für  den  ER  auf  der  Protein-Ebene  mittels  Immunhistochemie.  Alfer  et  al. 
(2000)  zeigten  darüber  hinaus  eine  Abnahme  der  PR-  und  ER-Expression  im 
Drüsenepithel  des  Stratum  functionale  während  der  Sekretionsphase.  Im 
Drüsenepithel  des  Stratum  basale  wurden  die  Steroidhormon-Rezeptoren 
gleichmäßig stark über den Zyklus exprimiert (Alfer et al. 2000, Classen-Linke et al. 
1998).  Auch Shiozawa et  al.  (2003)  diskutierten  dieses Expressionsverhalten  der 
Steroidhormon-Rezeptoren,  allerdings  differenzierte  die  Arbeitsgruppe  nicht 
zwischen Stratum functionale und Stratum basale.
Progesteron hemmt in der Sekretionsphase die Synthese des ER und damit also die 
Wirkung des Estrogens (Clarke et al. 1990). Das Estrogen selbst stimuliert die PR-
Synthese.  Somit  hemmt  das  Progesteron  in  der  Sekretionsphase  also  über  die 
Hemmung der ER-Expression die Synthese seines eigenen Rezeptors.
Arnett-Mansfield et  al.  (2004)  beschreiben weiterhin,  dass sich die Verteilung der 
beiden  PR-Isoformen  PR-A  und  PR-B  von  der  Follikel-  zur  Sekretionsphase  im 
Nukleus  endometrialer  Drüsenepithelzellen  verändert:  In  der  Proliferationsphase 
werden PR-A und PR-B zu gleichen Anteilen exprimiert, in der zweiten Zyklushälfte 
ist  zu Beginn die PR-A-Expression dominierend,  in der  mittleren Sekretionsphase 
dann  die  PR-B-Expression.  Außerdem  geht  aus  dieser  Studie  hervor,  dass  das 
gleichmäßige, feine, granuläre Verteilungsmuster der beiden Isoformen des PR in 
den  Kernen  der  Drüsenzellen  zur  Sekretionsphase  hin  abnimmt.  Das  dann 
auftretende ungeordnete Verteilungsmuster der Isoformen des PR, so vermuten die 
Autoren, ist Ausdruck der Progesteron-Wirkung. 
Fazit:
Das  hier  beschriebene  Expressionsmuster  der  Steroidhormon-Rezeptoren  im 
humanen Endometrium korreliert also nicht mit dem der Histon-Deacetylase-1. 
Alfer  et  al.  (2000)  und  von  Rango  et  al.  (1998)  untersuchten  das  Proliferations-
Muster  des  zyklischen Endometriums und zeigten  immunhistochemisch,  dass  die 
Expression des Proliferationsmarkers Ki 67 im Epithel der Drüsen sowohl im Stratum 
functionale  als  auch  im  Stratum  basale  von  der  Follikel-  zur  Sekretionsphase 
abnimmt. Auch Shiozawa et al. (2003) kamen zu diesem Ergebnis. 
Fazit:
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Insofern scheint neben der Steroidhormon-Rezeptor Expression auch das Muster der 
Proliferation  im  Endometrium  keine  Korrelation  mit  der  von  uns  untersuchten 
konstitutiven HDAC-1-Expression aufzuweisen. 
Wie bereits erläutert, wird durch das Zusammenspiel der entgegenwirkenden Histon-
Deacetylasen und Histon-Acetylasen die Transkription von Genen reguliert.  Einige 
Coaktivatoren von Steroidhormon-Rezeptoren, wie SRC-1 und SRC-3, besitzen eine 
eigene Histon-Acetylase Aktivität (Spencer et al.  1997, McKenna et al.  1999) und 
verstärken  die  durch  Steroidhormon-Rezeptoren  vermittelte  Aktivierung  der 
Transkription,  auch  im  humanen  Endometrium.  Der  von  endometrialen 
Drüsenepithelzellen exprimierte Coaktivator SRC-1 (Shiozawa et al. 2003, Wieser et 
al. 2002, Gregory et al. 2002, Kershah et al. 2004, Krusche 2005) ist für die Wirkung 
des Progesterons an Uterus und Mamma essentiell. So belegten Xu et al. (1998), 
dass  SRC-1  -/-  Mäuse  eine  partielle  Progesteron  Resistenz  dieser  Progesteron 
Targetgewebe  entwickelten.  Ebenso  scheint  SRC-1  für  die  ER-Wirkung  im 
Endometrium essentiell zu sein (Onate et al. 1998), da Estradiol in SRC-1 knock-out 
Mäusen keinen Einfluss auf die Entwicklung des Genitaltraktes mehr hatte (Xu et al. 
1998). 
Für die Expression des Coaktivators SRC-1 im humanen zyklischen Endometrium 
existieren nun unterschiedliche Daten, die man für einen Vergleich mit der HDAC-1-
Expression heranziehen kann. 
Shiozawa et  al.  (2003)  wiesen mit  Immunhistochemie nach,  dass der Coaktivator 
SRC-1 von der Proliferations-  zur  Sekretionsphase in den endometrialen Drüsen- 
und Epithelzellen vermindert exprimiert wird. Dementsprechend existiert hier offenbar 
auch keine Korrelation zwischen der SRC-1- und HDAC-1-Expression. 
Allerdings lassen immunhistochemische Untersuchungen von Gregory et al. (2002) 
doch  eine  Korrelation  mit  der  HDAC-1-Expression  zu:  Es  wurden  hier  keine 
signifikanten  Unterschiede  der  SRC-1,  -2  und  -3  Protein-Expression  im 
Drüsenepithel und in Stromazellen des humanen Endometriums während des Zyklus 
festgestellt.  Aus Untersuchungen von Krusche (2005) mit in-vitro Zellkulturen geht 
hervor, dass die mRNA von SRC-1, SRC-2 und SRC-3 in endometrialen Epithel- und 
Stromazellen, unabhängig von Estradiol und Estradiol + MPA Behandlung, exprimiert 
wird. Diese Ergebnisse bestätigen die in-vivo Daten von Gregory et al. (2002). 
Estrogen  und  Progesteron  sind  oft  in  den  im  Kapitel  4.2.1  beschriebenen 
Corepressor-Protein-Komplexen zusammen mit HDACs zu finden. Es wurde gezeigt, 
dass  sie  die  Histon-Deacetylasen  zu  Promotoren  rekrutieren.  Ein  mit  HDACs 
interagierender Nukleärer Rezeptor Corepressor ist N-CoR.  Auch SMRT („silencing 
mediator for retinoic acid and thyroid hormone receptor”) ist ein solcher Corepressor. 
Shiozawa  und  Kollegen  (2003)  untersuchten  mit  dem  Verfahren  der 
Immunhistochemie  die  Expression  von N-CoR Protein  in  den  Drüsenepithel-  und 
Stromazellen  des  Endometriums.  Sie  entdeckten  eine  starke  Abnahme  der 
Expression  von  der  Proliferations-  zur  Sekretionsphase.  Für  die  Expression  des 
Corepressors  SMRT  wurde  im  Endometrium  ein  ähnliches  Expressionsmuster 
beschrieben. 
Fazit:
Durch  den  Vergleich  der  Expressionsmuster  von  Steroidhormon-Rezeptoren,  des 
Proliferationsmarkers und der Cofaktoren mit dem Expressionsmuster von HDAC-1 
lässt sich folgendes festhalten: Die Hormonantwort im zyklischen Endometrium wird 
offensichtlich über die Anwesenheit des PR und ER gesteuert, nicht jedoch über die 
der  Cofaktoren,  also  Coaktivatoren,  Corepressoren,  HDACs  und  HATs.  Die 
Cofaktoren stellen vielmehr eine Basisausstattung für die Steroidhormon-Rezeptoren 
dar.
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Während dieser Studien fielen bei  der Immunhistochemie und beim Western Blot 
starke interindividuelle Unterschiede in der HDAC-1 Protein-Expression auf. Diese 
hohen interindividuellen Schwankungen lassen vermuten, dass in den Endometrien 
verschiedener  Frauen  HDACs  unterschiedlich  stark  exprimiert  werden.  Hierdurch 
könnte  sich  eine  individuell  sehr  unterschiedliche  Balance  zwischen HDACs  und 
HATs  ergeben.  Eine  Folge  könnte  eine  verschieden  stark  ausfallende 
Hormonantwort des Endometriums der einzelnen individuellen Frauen sein. Auch die 
Zyklusindividualität,  die  dadurch  gekennzeichnet  ist,  dass  oft  nur  zwei  von  drei 
Zyklen der Frau optimale Vorraussetzungen für die Nidation bieten, wäre vor diesem 
Hintergrund  verständlich.  Eine  unterschiedliche  Responsivität  des  Gewebes  zum 
Beispiel auf HDAC-Inhibitoren könnte eine weitere Folge sein. 
4.3.1.2 Endometriale HDAC-2-Expression
Sowohl die HDAC-2 mRNA als auch das HDAC-2 Protein werden, wie die HDAC-1, 
konstitutiv  über  den  Zyklus  im  Endometrium  exprimiert.  Wie  bei  HDAC-1  muss 
vermutet  werden,  dass  zwischen  dem  Expressionsverhalten  von  HDAC-2  im 
zyklischen Endometrium und dem der  Steroidhormon-Rezeptoren sowie dem des 
Proliferationsmarkers keine Beziehung besteht. Dies ist allerdings rein spekulativ, da 
keine immunhistochemischen Untersuchungen durchgeführt wurden, weil kein für die 
Immunhistochemie tauglicher käuflicher Antikörper für das HDAC-2 Protein existierte. 
Die konstitutive HDAC-2-Expression korreliert,  wie  auch die  der  HDAC-1,  mit  der 
konstitutiven endometrialen SRC-Protein-Expression (Gregory et al. 2002).
4.3.1.3 Endometriale HDAC-3-Expression
Die  HDAC-3  mRNA  wird,  wie  HDAC-1  und  -2,  konstitutiv  über  den  Zyklus  im 
Endometrium  exprimiert.  Mit  der  Real-time  RT-PCR  wurde  die  Expression  der 
HDAC-3 mRNA überprüft und auch hier wurde eine konstitutive Expression über den 
Zyklus  gefunden  (Vloet  et  al.  2005).  Das  gleiche  konstitutive  Expressionsmuster 
ergab  sich  für  das  HDAC-3  Protein  im  humanen  zyklischen  Endometrium.  Das 
HDAC-3 Protein ist, wie das HDAC-1 Protein, in den Kernen von Stroma-, Drüsen- 
und Immunzellen lokalisiert. Hinsichtlich der semiquantitativen Auswertung ergaben 
die  Untersuchungen für  die  mittlere  Proliferationsphase eine signifikant  niedrigere 
HDAC-3  Protein-Expression  als  für  die  anderen  Zyklusphasen  sowohl  im 
Oberflächenepithel als auch im Epithel der Drüsenhälse. Dies lässt vermuten, dass 
die  HDAC-3  möglicherweise  unterschiedliche  Differenzierungszustände  des 
Endometriumepithels markiert.
Wie  bereits  ausgeführt,  formt  HDAC-1  Heterooligomere  in-vitro  mit  HDAC-2  und 
auch mit HDAC-3 durch eine direkte Protein-Protein-Interaktion (Taplick et al. 2001). 
Diese Tatsache zusammen mit unseren Daten lässt also festhalten, dass HDAC-1, -2 
und  -3  annähernd  dasselbe  mRNA-  und  Protein-Expressionsprofil  im  zyklischen 
humanen Endometrium aufweisen. Da keine Korrelation mit der PR-Expression im 
Endometrium  besteht,  werden  die  Histon-Deacetylasen  offensichtlich  Hormon-
unabhängig exprimiert. 
Ein Vergleich der HDAC-1- mit der HDAC-3-Immunfärbung zeigte, dass die glatten 
Muskelzellen der Tunica media der Spiralarterien und der Arteriolen HDAC-3 Protein 
positiv,  aber überwiegend HDAC-1 negativ  sind.  Dieses Ergebnis spricht  für  eine 
Zelltyp-spezifische Expression von HDAC-1 und -3. 
4.3.2 HDAC-1 Protein-Expression in Endometrium-Karzinomen
97%  aller  Uteruskarzinome  sind  Endometrium-Karzinome  und  entstehen  in  den 
endometrialen  Drüsen  (Rose  1996).  Auch  das  in  dieser  Arbeit  untersuchte 
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endometrioide Adenokarzinom, das zu den epithelialen Tumoren des Corpus uteri 
gehört,  besteht  aus  Drüsen,  die  denen  des  normalen  Endometriums  ähneln. 
Eingeteilt wird dieser Tumor entsprechend den Anteilen der drüsigen Komponenten 
an  nicht-plattenepithelialen  soliden  Tumorarealen:  Grad  1  entspricht  einem Anteil 
nicht-plattenepithelialer Areale von <5%, Grad 2 ist bei einem Anteil von 6% bis 50% 
gegeben,  und der  Tumor  wird  als  Grad 3 klassifiziert,  wenn >50% der  malignen 
Drüsen  nicht-plattenepitheliale  Tumoranteile  aufweisen  (WHO-Klassifikation  der 
Tumoren des Corpus uteri 1994, www.krebsinfo.de).
Die  sich  wiederholenden  zyklischen Veränderungen  des  Endometriums treten  im 
Alter zunächst seltener auf und stagnieren schließlich völlig in der Postmenopause. 
Das durch Estrogen zur Proliferation stimulierte Endometrium der postmenopausalen 
Frau unterliegt nicht mehr dem protektiven Einfluss des Progesterons. Gambrell und 
Mitarbeiter (1980) sehen darin eine Ursache für das im Alter häufiger auftretende 
Endometrium-Karzinom,  welches eine typische Erkrankung des höheren Alters  ist 
und die häufigste Krebsart des weiblichen Genitaltraktes darstellt. 
Der genaue Mechanismus der Entstehung ist nicht völlig geklärt. Prädisponierende 
Faktoren  sind  neben  dem  Alter  das  Estrogen:  Langandauernde  bzw.  erhöhte 
Einwirkung  von  Estrogen  kann  über  eine  adenomatöse  Hyperplasie  zu  maligner 
Entartung führen (Gregory et al. 2002) und ist beispielsweise bei früher Menarche, 
später  Menopause,  bei  Nullipara,  bei  einer  Estrogen-Ersatz-Therapie  in  der 
Postmenopause  ohne  gleichzeitige  Gestagen-Gabe  (Beresford  et  al.  1997),  bei 
ovarieller  Dysfunktion  (Homburg  1996)  oder  bei  Adipositas  (Deutsches 
Krebsforschungszentrum  Heidelberg,  www.krebsinformationsdienst.de)  gegeben. 
Auch  bei  Frauen,  die  aufgrund  eines  Mamma-Karzinoms  mit  dem  Estrogen 
Antagonisten Tamoxifen therapiert wurden, wurden gehäuft Endometrium-Karzinome 
diagnostiziert  (Deutsches  Krebsforschungszentrum  Heidelberg, 
www.krebsinformationsdienst.de). 
In  den  Kernen  endometrialer  Karzinomzellen  wird  der  PR  exprimiert  (Arnett-
Mansfield  et  al.  2001).  Diese  Arbeitsgruppe  entdeckte  dabei  allerdings  einen 
signifikant  niedrigeren  PR-Status  in  den  endometrioiden  Adenokarzinomen 
verglichen mit dem normalen, benignen Gewebe und bestätigt damit Ergebnisse von 
Nyholm (1996).  Deligdisch  und Mitarbeiter  (2000)  zufolge  gehören  endometrioide 
Adenokarzinome  generell  zu  den  weniger  aggressiven  Endometrium-Karzinomen, 
die auch noch Charakteristika des normalen endometrialen Gewebes behalten. Die 
Autoren  vermuten,  dass  die  Expression  des  PR  auch  in  weniger  differenzierten 
endometrioiden  Adenokarzinomen  ein  Zeichen  für  den  teilweisen  Erhalt  der 
normalen  Gewebefunktion  darstellt.  Arnett-Mansfield  et  al.  (2001)  zeigten,  dass 
endometriale  Karzinome  mit  einem  Verlust  einer  der  beiden  Isoformen  des  PR 
verbunden sind (PR-B Verlust): Das Ungleichgewicht der PR Isoformen führt zu einer 
veränderten endometrialen Reaktion auf das Progesteron, die mit der Karzinogenese 
assoziiert ist, aber auch kausal an der Dedifferenzierung und Karzinogenese beteiligt 
sein könnte.
Ebenso könnte eine Histon-Deacetylase-Fehlexpression durch die damit verbundene 
Änderung  der  Progesteron  „Responsivität“  des  Gewebes  eine  Tumorentwicklung 
fördern.  Progesteron  hemmt  die  Estrogen  mediierte  Proliferation  des 
Endometriumepithels, aber nicht die des Stroma, und stimuliert die Differenzierung 
(Clarke et al. 1990, Lydon et al. 1995). Eine veränderte Progesteron „Responsivität“ 
könnte  sich  bei  der  Tumorentstehung in  Form einer  verstärkten Proliferation  und 
einer gestörten Differenzierung äußern. 
Die immunhistochemische HDAC-1 Färbung der Endometrium-Karzinome stellte sich 
in  unseren Analysen in  den einzelnen Proben als  sehr  heterogen dar,  d.h.  dass 
HDAC-1 positive Epithelzell-Gruppen neben komplett negativen liegen bzw. dass die 
Proben Tumorzellen enthalten,  welche alle  Färbungsintensitäten von „negativ“  bis 
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stark  „positiv“  aufweisen.  Dieses  heterogene  Färbungsbild  zeigt  sich  auch  bei 
anderen Markern in Endometrium-Karzinomen, wie z.B. bei dem PR und dem ER 
und könnte auf  unterschiedliche Differenzierungsgrade der  einzelnen Tumorzellen 
hinweisen. 
Neben den malignen veränderten Epithelzellen waren auch die Stromazellen eines 
Tumors  HDAC-1  positiv  gefärbt.  Ein  Teil  dieser  HDAC-1-exprimierenden  Zellen 
besaß runde Zellkerne und war sowohl im Stroma als auch im Epithel der Tumoren 
zu finden. Mit Hilfe der Immun-Markierung von Serienschnitten mit dem Immunzell-
Marker  CD45  wurden  diese  Zellen  als  HDAC-1-positive  Immunzellen  identifiziert 
(Vloet et al. 2005). 
Glaser  et  al.  (2003)  konnten  an  der  Cervix-Karzinomzelllinie  „HeLa"  nachweisen, 
dass die HDAC-1 für das Überleben der Krebszellen essentiell ist: HDAC-1 knock-
out „HeLa" Zellen wiesen eine gehemmte Proliferation auf. Es bietet sich demnach 
durch  die  Hemmung  von  Histon-Deacetylasen  ein  neuer  Angriffspunkt  in  der 
Therapie von Endometrium-Karzinomen. 
Fazit:
Hierbei  ist  die  oben  beschriebene  Heterogenität  der  HDAC-1-Expression  in  den 
Endometrium-Karzinomen  zu  beachten.  Es  ist  davon  auszugehen,  dass  eine 
unterschiedliche  Sensitivität  auf  HDAC-Inhibitoren  bei  einem  unterschiedlichen 
Expressionsniveau  vorliegt  und  von  einer  derartigen  Therapie  nur  HDAC-
exprimierende Tumorzellen „getroffen“ werden können.
Park und Kollegen (2002) entwickelten synthetische HDAC-Inhibitoren, SK-7041 und 
SK-7068, die in humanen Adenokarzinomzellen des Magens spezifisch die HDAC-1 
und -2 hemmen. Auch Furumai et al. (2002) entdeckten, dass die reduzierte Form 
des  HDAC-Inhibitors  FK228  ebenfalls  spezifisch  HDAC-1  und  -2  in  humanen 
Karzinomzellen  hemmt.  Würde  ein  Endometrium-Karzinom  also  eine  intensive 
HDAC-1-Expression  aufweisen,  könnte  unter  Umständen  eine  Therapie  mit 
spezifisch die HDAC-1-inhibierenden Substanzen erfolgreich sein. 
Eine  Therapie  von  Endometrium-Karzinomen  mit  Histon-Deacetylase-Inhibitoren 
könnte sich gerade dann anbieten,  wenn das Karzinom zum Beispiel  PR negativ 
aber HDAC-1 positiv ist. In diesem Fall wäre der Einsatz von Progesteron, das die 
Invasion endometrialer Krebszellen hemmt (Fujimoto et al. 1995), erfolglos. Takai et 
al.  (2004)  zeigten,  dass  die  Inhibition  von  Histon-Deacetylasen  in  endometrialen 
Krebszellen,  die  in-vitro  kultiviert  wurden,  zu  einer  Wachstumsinhibition  der 
Krebszellen führt. 
Insbesondere  die  Identifizierung von  Inhibitoren  spezifischer  Histon-Deacetylasen, 
die  die  Expression  definierter,  in  die  Karzinogenese involvierter  Gene regulieren, 
wäre also insgesamt von besonderem Wert für die Karzinom-Therapie.
Die  vorhandenen  klinischen  Studien  mit  HDAC-Inhibitoren  zeigen  keine  oder  nur 
geringe Nebenwirkungen in der klinischen Anwendung.
Allerdings  wird  auch  die  Stabilität  der  HDAC-Inhibitoren  in-vivo  entscheidend  für 
deren  Einsatz  im  klinischen  Alltag  sein.  Die  meisten  besitzen  nur  eine  geringe 
Stabilität  (Yoshida  et  al.  2001).  Neben  den  richtigen  Dosierungen  und 
Behandlungszeiträume  könnten  außerdem  andere  Medikamente,  die  mit  HDAC-
Inhibitoren  synergistisch  wirken,  neue  Wege  in  der  Therapie  von  Karzinomen 
eröffnen. 
Es  wäre  von  großem  Nutzen,  potente  und  stabile,  aber  auch  HDAC-spezifische 
Histon-Deacetylase-Inhibitoren zu entwickeln. 
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4.4 Mamma-Karzinome und die T47D-Brustkrebszelllinie 
4.4.1 HDAC-1 Protein-Expression in medullären, invasiv-duktalen und 
invasiv-lobulären Mamma-Karzinomen und angrenzenden, nicht 
pathologisch veränderten Gewebebereichen
Die Mamma besteht aus Drüsen-, Fett- und Bindegewebe. Das Drüsengewebe ist 
auf 15 bis 20 kegelförmigen Drüsenläppchen (Lobi glandulae mammariae) verteilt, 
wobei es durch Bindegewebe zusammengefasst  wird.  Das intra-  und interlobuäre 
Bindegewebsstroma wird  auch  „Stützgewebe"  bzw.  „Mantelgewebe"  genannt  und 
gliedert das Drüsen- und Fettgewebe in Kammern. 
Das  Stroma  besteht  aus  vielen  verschiedenen  Komponenten:  Präadipozyten, 
Adipozyten,  Fibroblasten,  Blutgefäßen,  inflammatorischen  Zellen  und  der  „Extra-
zellulären Matrix" (Wiseman und Werb 2002).
Im  Gangsystem  der  Mamma  unterscheidet  man  die  duktalen  Anteile  (Ductus 
lactifer=Milchgang), die hautwärts anschließenden weitlumigen Milchsäckchen (Sinus 
lactiferi)  und die von diesen zur Oberfläche führenden, engen Ausführungsgänge, 
welche trichterförmig in der Mammilla (Brustwarze) münden. 
Die  terminalen  Duktuli  in  den  Drüsenläppchen  bilden  die  milchproduzierenden 
Strukturen (terminale, duktulolobuläre Einheit) des Milchgangssystems. 
Für die Entwicklung der Mamma sind die Steroidhormone Progesteron und Estrogen 
essentiell.  So hat  eine fehlende PR-Expression einen unterentwickelten lobulären 
Anteil (Lydon et al. 1999) und eine fehlende ER-Expression einen unterentwickelten 
duktalen Anteil (Korach 1994) und zur Folge. 
Im normalen Brustgewebe sind eine innere Schicht von Mamma-Epithelzellen und 
eine äußere Schicht von Myoepithelzellen durch eine durchgehende Basalmembran 
vom umgebenden Bindegewebe getrennt. 
Im  Mamma-Karzinom  stehen  die  Tumorzellen  in  direktem  Kontakt  mit  dem 
umgebenden  Stroma.  Die  ursprüngliche  Struktur  der  Ductuli  aus  luminalen 
Epithelzellen  und  Myoepithelzellen  ist  aufgehoben,  und  die  Basalmembran  ist 
durchbrochen: Dies ist ein Kennzeichen invasiver Karzinome, die ansonsten klinisch 
und  histologisch  sehr  heterogen  sind.  Es  werden  zwei  Gruppen  von  Mamma-
Karzinomen  entsprechend  des  Entstehungsortes  im  Gewebe  unterschieden:  Das 
invasiv-duktale Karzinom (70-80% aller Mamma-Karzinome) und das invasiv-lobuläre 
Karzinom  (10-20%  aller  Mamma-Karzinome).  Daneben  existieren  seltenere 
Varianten, so das medulläre und das muzinöse Karzinom, die sich histologisch von 
den duktalen und lobulären Karzinomen unterscheiden (DeVita et al. 2001).
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Abbildung 27: Darstellung des Aufbaus der Brustdrüse, aus: Expression analysis and functional  
characterization of two novel tumor suppressor candidate genes in mammary carcinoma (2004),  
Klopocki E
Jede  zehnte  Frau  der  industrialisierten  Welt  entwickelt  im  Laufe  des  Lebens  ein 
Mamma-Karzinom. Die meisten Karzinome treten sporadisch auf. Es gibt auch hier 
prädisponierende  Faktoren.  Mastopathien  prädisponieren  ebenso  wie  frühe 
Menarche, späte Menopause, Kinderlosigkeit bzw. Erstgeburt mit einem Alter größer 
als 30 Jahren. Übergewichtige Frauen sind häufiger betroffen, und auch mit höherem 
Lebensalter  steigt  das  Risiko  an  (Lydon  et  al.  1999).  Eine  Estrogen/Gestagen 
Hormon-Ersatz-Therapie  in  der  Menopause,  die  länger  als  5  Jahre  dauert,  stellt 
ebenfalls einen Risikofaktor dar. Genetische Faktoren liegen bei 5-10% der Fälle vor: 
Mutationen des BRCA-1 und -2 Gens spielen als Ursache eine Rolle und werden zu 
50%  an  Kinder  vererbt  (Deutsches  Krebsforschungszentrum  Heidelberg, 
www.krebsinformationsdienst.de).
Die  prognostische  Funktion  einer  Histon-Deacetylase-1-Expression  konnte  in 
Kooperation mit der Gynäkologie und Pathologie in Münster bei Mamma-Karzinomen 
von unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden (Krusche, Wülfing et al. 2005). Ebenso 
diskutierten diese prognostische Funktion einer Histon-Deacetylase schon Zhang et 
al. (2004) für HDAC-6 bei Mamma-Karzinomen: Kleine Tumoren korrelierten hier mit 
auffällig hoher HDAC-6 mRNA-Expression. 
Aus de Ruijter et al.  (2003), die „SAGE“ (serial analysis of gene expression) Daten 
aus  der  „AMC  Human  Transcriptome  Map“  für  erste  Hinweise  auf  die  HDAC-
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Verteilung in Geweben benutzten, geht zwar die Expression von HDAC-3 mRNA, 
nicht jedoch von HDAC-1 mRNA, in normalem Mamma-Gewebe hervor. 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das HDAC-1 Protein in den Zellkernen 
der Epithelzellen der Ausführungsgänge und der Drüsenläppchen, der Stromazellen 
und der Adipozyten exprimiert wird. Auch die Zellkerne der Endothelzellen und der 
glatten Muskelzellen der Tunica media der Blutgefäße waren HDAC-1 positiv. 
Anhand  der  Immunfärbungen  konnten  in  allen  normal  erscheinenden,  d.h.  nicht 
pathologisch veränderten Gewebebereichen, die an Mamma-Karzinomen angrenzen, 
die  kernständige  Expression  von  HDAC-1  Protein  in  den  Epithelzellen  der 
Ausführungsgänge gezeigt werden. Die Kernständigkeit des HDAC-1 Proteins in den 
verschiedenen  Zelltypen  der  Mamma stimmte  mit  dem fehlenden  NES Signal  in 
diesem Protein überein (Johnstone 2002). 
In  den  medullären,  invasiv-lobulären  und  in  den  invasiv-ductalen  Mamma-
Karzinomen  konnte  in  den  Kernen  von  Karzinom-,  Stroma-  und  Karzinom-
infiltrierenden  Immunzellen  eine  Expression  von  HDAC-1  Protein  nachgewiesen 
werden. Auch in Tissue Microarray Proben konnten wir neben der Expression des 
HDAC-3  Proteins  die  des  HDAC-1  Proteins  in  den  Kernen  von  Brustkrebszellen 
nachweisen (Krusche et al. 2005). 
In den Karzinomen, die im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden, ließ sich eine 
Histon-Deacetylase-1 Färbung nachweisen, wobei  diese im Vergleich zum normal 
erscheinenden  benignen  Mamma-Gewebe  schwächer  ausfiel.  Eine  mögliche 
Erklärung  dafür  könnte  sein,  dass  das  HDAC-1  Protein  in  maligne  verändertem 
Gewebe weniger stark exprimiert wird. 
Dies würde mit  unseren bereits  publizierten Ergebnissen (Krusche,  Wülfing et  al. 
2005)  übereinstimmen,  die  nahe legen,  dass  die  HDAC-1  Protein-Expression  ein 
positiver prognostischer Marker für die Überlebensrate bei einem Mamma-Karzinom 
darstellt:
Die Analyse eines Tissue Microarray mit je 3 Proben von 200 Patientinnen ergab, 
dass  sich  signifikante  Unterschiede  in  der  Immunreaktivität  der  HDAC-1  Protein-
Expression  zwischen  verschiedenen  Karzinomen  zeigten.  Zudem  korrelierte  die 
Expression  von  HDAC-1  Protein  in  dem  Patientenkollektiv  mit  verbesserten 
Überlebensraten.  Das  HDAC-1  Protein  scheint  ein  neuer  Marker  zur  besseren 
Prognose bei Mamma-Karzinomen darzustellen: Patientinnen, bei denen zusätzlich 
zu der Expression des PR und ER eine HDAC-1 Protein-Expression vorliegt, und 
deren Karzinom klein und gut differenziert ist, haben bessere Verläufe im Vergleich 
zu  Patientinnen,  die  bis  auf  eine  fehlende  HDAC-1  Protein-Expression  dieselben 
Tumorcharakteristika aufweisen. 
Eine Publikation von Zhang und Mitarbeitern (2005) bestätigt diese Ergebnisse. Sie 
führten  HDAC-1  mRNA-Analysen  an  humanen  Mamma-Karzinomen  durch  und 
fanden  Hinweise  darauf,  dass  eine  hohe  HDAC-1  mRNA-Expression  mit  einem 
höheren Differenzierungszustand des Tumors verbunden ist. 
Die  meisten  Mamma-Karzinome  leiten  sich  von  PR  und  ER  positiven  luminalen 
epithelialen Stammzellen ab (Clarke 2003). Diese Stammzellen sind im Epithel der 
Ausführungsgänge verstreut.  Unsere bereits  publizierten Daten und auch die  hier 
präsentierten  Ergebnisse  der  HDAC-1  Protein-Expression  in  der  gesund 
erscheinenden  Mamma  zeigten,  dass  die  einzelnen  Epithelzellen  der 
Ausführungsgänge HDAC-1 positiv sind und lassen vermuten, dass die Stammzellen 
auch das HDAC-1 Protein exprimieren.  Auch dies lässt  annehmen,  dass die  Co-
Expression von PR, ER und HDAC-1 Protein Tumorzellen charakterisiert,  die den 
normalen  Zellen  ähnlich  sind  und  einen  benigneren  Typ  sowie  einen  höheren 
Differenzierungsgrad repräsentieren.
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Könnte man also ein Mamma-Karzinom als HDAC-1 positiv identifizieren, würde dies 
auf einen weniger aggressiven Tumor hindeuten, der nicht mit einer Chemotherapie 
sondern vielleicht auch mit einem Histon-Deacetylase-Inhibitor therapierbar wäre.
Die  genaue  Rolle  von  Histon-Deacetylase-Inhibitoren  in  der  Mamma-Karzinom 
Therapie ist bislang Gegenstand intensiver Forschung (Hess-Stumpp 2005).
Keen  et  al.  (2003)  zufolge  induzieren  Histon-Deacetylase-Inhibitoren  die  Re-
Expression von ER und sensibilisieren so ER-negative Mamma-Karzinome für das 
Anti-Estrogen Tamoxifen. Dies wurde durch Daten von Jang et al. (2004) bekräftigt. 
Insofern könnten Patientinnen mit PR- und ER-negativen, aber Histon-Deacetylase-
positiven Mamma-Karzinomen von einer Therapie mit Histon-Deacetylase-Inhibitoren 
profitieren.
Die Ergebnisse von Davis und Kollegen (2000) ergaben im Gegensatz zu denen von 
Keen  et  al.  (2003),  dass  Histon-Deacetylase-Inhibitoren  in  ER-positiven 
Brustkrebszellen  die  ER  mRNA-Expression  erniedrigen.  Dadurch  würde  also  die 
Wirkung des Estradiols  eingeschränkt.  Somit  könnten diesen Ergebnissen zufolge 
Mamma-Karzinome,  die  eine  Co-Expression  von  PR,  ER  und  HDAC-1  Protein 
aufweisen, ebenfalls für eine Therapie mit Histon-Deacetylase-Inhibitoren in Frage 
kommen.
Neben  der  alleinigen  Betrachtung  der  HDAC-Expression  sollte  auch  das 
Expressions-Verhältnis zwischen der Histon-Acetylase und der Histon-Deacetylase 
diskutiert  werden.  Denn  ein  weiterer  wichtiger  Faktor  bei  der  Karzinogenese  der 
Mamma  könnte  das  veränderte  Gleichgewicht  zwischen  HATs  und  HDACs 
darstellen. 
Der  Steroidhormon-Rezeptor  Coaktivator  SRC-1  im  Komplex  mit  dem  ER  ist 
essentiell  an der Estrogen-induzierter mRNA Transkription in Mamma-Karzinomen 
beteiligt.  Tai et al.  (2000) zeigten, dass ER-positive humane Brustkrebszellen, die 
SRC-1  überexprimieren,  unter  Estradiol-Einfluss  verstärkt  proliferieren.  Estrogen 
reguliert den Coaktivator SRC-1 in Brustkrebszellen hoch (Thenot et al. 1999). Die 
vermehrte  Wirkung  der  Histon-Acetylase  SRC-1  bewirkt  eine  Störung  des 
Verhältnisses  zwischen  acetylierten  und  deacetylierten  Histonen  mit  einem 
Überwiegen der Acetylierung. Dadurch wird die Tumor-fördernde Estrogen-Wirkung 
verstärkt. 
Hier  muss  damit  auch  die  kritische  Frage  gestellt  werden,  ob  eine  zusätzliche 
Hemmung der HDAC-Aktivität durch entsprechende Inhibitoren nicht tumorförderlich 
sein könnte? 
So geht aus Bartl et al. (1997) hervor, dass eine gestörte Expression von HDAC-1 in 
Fibroblasten der Maus eine Störung der Proliferation mit sich bringt.  Hierbei  führt 
sowohl  eine  zu  starke  als  auch  eine  zu  schwache  Histon-Deacetylierung  zur 
Förderung  einer  unkontrollierten  Proliferation.  Dies  sollte  bei  der  Hoffnung,  mit 
HDAC-Inhibitoren  eine  neue  Substanzklasse  für  die  Tumortherapie  gefunden  zu 
haben (Takai  et  al.  2004, Munster et  al.  2001),  nicht  vergessen werden.  Weitere 
Studien sind damit dringend erforderlich.
4.4.2 Einfluss von Estradiol und Estradiol plus Medroxy-Progesteron-
Acetat auf die HDAC-1-Expression in der T47D-Brustkrebszelllinie 
Für eine therapeutische Anwendung von HDAC-Inhibitoren bei Mamma-Karzinomen, 
und hier im Hinblick auf die prämenopausale Frau, ist wichtig zu analysieren, ob die 
HDAC-Expression während des Menstuationszyklus hormonell reguliert wird. 
Die  hier  vorgestellten  sowie bereits  publizierten  Daten (siehe auch Mrusek et  al. 
2005)  haben  gezeigt,  dass  HDAC-1  mRNA  und  Protein  in  der  T47D-
Brustkrebszelllinie  exprimiert  werden  und  offensichtlich  keiner  Regulation  durch 
Estradiol  und  Estradiol  mit  Medroxy-Progesteron-Acetat  unterliegen. 
Erwartungsgemäß zeigen auch die immunhistochemischen Daten dieser Arbeit, dass 
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das  HDAC-1  Protein  in  den  Kernen  der  T47D-Zellen  lokalisiert  ist,  und  die 
Färbungsintensität  zwischen den  mit  Estradiol  und  Estradiol  +  MPA behandelten 
Zellen nicht signifikant voneinander abweicht. 
Die teilweise vorhandenen leichten zytoplasmatischen Färbungen bei der HDAC-1 
Protein-Immunreaktion stellen sehr wahrscheinlich Artefakte dar, die vermutlich auf 
die Fixierung der auf Plastik kultivierten Zellen zurückzuführen ist. Es werden keine 
signifikanten  Unterschiede  zwischen  den  mit  Estradiol  oder  mit  Estradiol  und 
Medroxy-Progesteron-Acetat  kultivierten  T47D-Zellen  hinsichtlich  der 
Färbungsintensität des HDAC-1 Proteins gefunden. 
HDAC-1 mRNA und, wie publiziert, auch HDAC-2 und -3 mRNA (Mrusek et al. 2005) 
werden in der T47D-Brustkrebszelllinie exprimiert  und unterliegen ebenfalls keiner 
Regulation  durch  Estradiol  und  Estradiol  und  Medroxy-Progesteron-Acetat.  Diese 
konstitutive Expression der Histon-Deacetylasen ähnelt dem Expressionsmuster der 
HDACs im humanen zyklischen Endometrium. 
Auch die PR und ER positive MCF7-Brustkrebeszelllinie zeigte keine Regulation der 
HDAC-1-, -2- und -3-Expression unter der Behandlung mit Estradiol und Estradiol 
und Medroxy-Progesteron-Acetat (unpublizierte Daten von Fiedor und Krusche).
Daraus lässt sich der vorsichtige Rückschluss ziehen, dass wahrscheinlich auch im 
Drüsenepithel der Mamma und in Mamma-Tumoren keine hormonelle Regulation der 
HDAC-Expression vorliegt.
Offensichtlich stellen HDAC-1, -2 und -3, wie im Endometrium, eine Basisausstattung 
der Epithelzellen dar und bieten bei prämenopausalen Frauen mit einem Mamma-
Karzinom ein therapeutisches Target für HDAC-Inhibitoren. 
Insgesamt stellt  die PR und ER positive T47D-Brustkrebszelllinie ein gutes Modell 
zum Studium der HDAC-Inhibitoren unter verschiedenen Progesteron- und Estrogen-
Kultivierungsbedingungen dar.
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5 Zusammenfassung
Histon-Deacetylasen  (HDACs)  beeinflussen die  Chromatin-Struktur,  indem sie  die 
Abspaltung der Acetylgruppen von den N-terminalen Lysinresten der Histon-Proteine 
katalysieren. Durch dieses Histon-Deacetylierung wird die Bindung der DNA an das 
Histon-Oktamer verstärkt, wodurch eine Hemmung der Genexpression induziert wird.
HDACs sind in die Steroidhormon-gesteuerte Genexpression involviert. Außerdem 
spielen sie eine Rolle bei der Ätiologie von Malignomen. Es konnte gezeigt werden, 
dass die Inhibition der HDAC-Aktivität die Differenzierung von endometrialen Zellen 
und verschiedenen maligne transformierten Zellen induzieren kann. Darüber hinaus 
wird  mit  HDAC-Inhibitoren  eine  Proliferationshemmung und  unter  Umständen  die 
Induktion des apoptotischen Zelltodes in Tumorzellen erreicht. Damit haben HDACs 
einen Wert als therapeutische „Targets“.
Da die Verteilung der Histon-Deacetylasen der Klasse I, HDAC-1, -2 und -3, sowohl 
im  Endometrium  und  in  der  Mamma  als  auch  in  Endometrium-  und  Mamma-
Karzinomen bisher unbekannt war, wurde in der vorliegenden Arbeit die HDAC-1-, 
-2-  und  -3-Expression  in  diesen  Geweben  sowie  in  der  T47D-Brustkrebszelllinie 
untersucht,  unter  verstärkter  Berücksichtigung  der  HDAC-1  aufgrund  ihrer 
besonderen Rolle bei Proliferationsprozessen. Zudem sollte geklärt werden, ob die 
HDAC-Expression  im  Endometrium  bzw.  in  der  T47D-Zelllinie  einer  hormonellen 
Regulation unterliegt. 
Der  mRNA  Expressionsstatus  im  humanen  zyklischen  Endometrium  wurde  mit 
semiquantitativer RT-PCR für HDAC-1 und -3 und mit dem Verfahren der Real-time 
PCR für HDAC-2 über den gesamten Zyklus untersucht.  Durch die Western Blot-
Methode  wurde  die  HDAC-1,  -2  und  -3  Protein-Expression  in  diesem  Gewebe 
analysiert.  Mit  dem  Verfahren  der  Immunhistochemie  erfolgte  entsprechend  die 
Darstellung der HDAC-1 und -3 Protein-Expression, wodurch die Lokalisation und die 
intrazelluläre Verteilung genauer definiert werden konnten. Mittels Immunhistochemie 
wurde die  HDAC-1  Protein-Expression  zum einen in  Endometrium-  und Mamma-
Karzinomen und zum anderen in der T47D-Brustkrebszelllinie untersucht.  Bei  der 
immunhistochemischen Untersuchung der T47D-Brustkrebszelllinie wurde zusätzlich 
ein hormoneller Einfluss auf die HDAC-1-Expression überprüft.
Es konnte gezeigt werden, dass im humanen Endometrium die HDAC-1, -2 sowie -3 
auf mRNA und Protein Ebene konstitutiv exprimiert werden. Allerdings wurden hohe 
interindividuelle Schwankungen vor allem bei der endometrialen HDAC-1-mRNA und 
Protein-Expression festgestellt, was von funktioneller und eventuell  auch klinischer 
Bedeutung sein könnte.
Das HDAC-1 und -3 Protein  wird  kernständig  in  endometrialen  Zellen  exprimiert. 
HDAC-1 und -3  Protein  wurden sowohl  in  Epithel-  und  Stromazellen  als  auch in 
glatten Muskelzellen und in den Drüsenzellen des Stratum basale und des Stratum 
functionale detektiert. Die Zellen der Lymphfollikel, die im Stratum basale lokalisiert 
waren, zeigten neben einer starken HDAC-1 Protein-Expression auch eine HDAC-3 
Protein-Expression.  In  den  endometrialen  Blutgefäßen  exprimierten  ein  Teil  der 
Endothelzellen aber  auch ein Teil  der glatten Muskelzellen der  Tunica media der 
Spiralarterien und der Arteriolen das HDAC-1 und -3 Protein.
Durch einen Vergleich des endometrialen Expressionsmusters von HDAC-1 und -3 
mit den bereits publizierten Expressionsmustern von Steroidhormon-Rezeptoren, von 
Steroidhormon-Rezeptor  Cofaktoren  und  vom  Proliferationsmarker  Ki67  im 
zyklischen  humanen  Endometrium  wurde  deutlich,  dass  HDAC-1  und  -3  Protein 
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zusammen mit diesen Cofaktoren eine Basisausstattung der endometrialen Zellen 
darstellen. Ferner bestand keine Korrelation zwischen HDAC-1-positiven Zellen und 
dem Proliferationsmarker Ki67.
Das HDAC-1 Protein wird auch in endometrioiden Adenokarzinomen exprimiert. Es 
fand sich eine HDAC-1-Expression sowohl in den Tumorzellen selbst als auch in den 
Stromazellen des Tumors und in den infiltrierenden Immunzellen. Insgesamt war die 
Färbung der endometrialen Tumorzellen sehr heterogen. Die Tumoren zeigten starke 
Unterschiede bezüglich  der  Anzahl  der  exprimierenden Zellen  ebenso wie in  der 
Stärke der HDAC-1 Protein-Expression (von 0 bis +++).
Weiterhin  wurde  das  HDAC-1  Protein  in  morphologisch  gesund  erscheinendem 
Gewebe,  das  an  Mamma-Karzinome  angrenzte,  detektiert.  Hierbei  zeigten  alle 
Zelltypen - Epithelzellen, Stromazellen, Adipozyten, Endothelzellen und die glatten 
Muskelzellen  der  Tunica  media  der  Blutgefäße-  wie  auch  die  Mamma-Karzinom-
Zellen selbst, eine kernständige HDAC-1-Expression. 
Ein  Vergleich  der  HDAC-1-Färbungsintensität  bei  den  untersuchten  Mamma-
Karzinomen ergab, dass sich - ebenso wie bei den Endometrium-Karzinomen - eine 
sehr  unterschiedlich  starke  HDAC-1-Expression  in  verschieden  Tumoren  der 
Mamma  finden  lässt.  In  einigen  Tumoren  unterscheiden  sich  die  Tumorzellen 
hinsichtlich  der  Stärke  (von  –  bis  +++)  der  HDAC-1-Expression.  Es  finden  sich 
negative bis stark positive Tumorzellen in enger Nachbarschaft.  Die HDAC-1 wird 
auch  in  der  T47D-Brustkrebszelllinie  exprimiert.  Die  Expression  unterlag  keiner 
hormonellen Regulation.
Darüber hinaus fanden sich in den 200 Mamma-Karzinomen, die in Kooperation mit 
der  Pathologie  und  Gynäkologie  der  Universität  Münster  untersucht  wurden, 
Hinweise  darauf,  dass  das  HDAC-1  Protein  eine  positiv  prognostische 
Markerfunktion besitzt und ein Differenzierungsmarker darstellen könnte.
Aus  der  tumorspezifischen  HDAC-1  Expressionsstärke  sowie  dem  spezifischen 
HDAC-1  Expressionsmuster  in  den  untersuchten  Endometrium-  und  Mamma-
Karzinomen  lässt  sich  schließen,  dass  eine  unterschiedliche  Responsivität  des 
jeweiligen Tumors auf HDAC-Inhibitoren zu erwarten ist. Dies ist unbedingt bei einer 
Therapie  mit  HDAC-Inhibitoren  zu  beachten,  da  dadurch  der  Therapieerfolg 
maßgeblich beeinflusst werden kann.
Ausblick:
Die  Wirkungsstärke  von  Histon-Deacetylasen  innerhalb  einer  Zelle  ist  sowohl 
abhängig von der quantitativen Expression, dem Gleichgewicht in dem sie mit den 
antagonistischen  Histon-Acetylasen  stehen,  ihrer  zellulären  Verteilung  und  ihrer 
Assoziation  mit  Cofaktoren,  als  auch  von  der  eigenen  posttranslationalen 
Modifikation in Form von Phosphorylierung oder Sumoylierung. 
Hieraus ergeben sich vielfältige Ansätze für die notwendige weitere Erforschung der 
Bedeutung der Histon-Deacetylase-Wirkung in normalen und maligne transformierten 
Zellen sowie für therapeutische Interventionsmöglichkeiten.
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6 Anhang
Tabelle V: HDAC-1 mRNA Expression in „arbitrary units“
Zyklustag 7.-10. 11.-14. 15.-18. 19.-23. 24.-28.
Mittelwert+ 
SEM 1,46 + 0,3706 1,4 + 0,3368 1,25 + 0,2255 1,25 + 0,151 0,58 + 0,159
unteres 95% 
Konfidenzinter
vall
0,431 0,5758 0,2799 0,8801 -0,1007
oberes 95% 
Konfidenzinter
vall
2,489 2,224 2,22 1,62 1,267
N 5 7 3 7 3
Tabelle VI: HDAC-1 Protein Expression im Oberflächenepithel in „% positive 
Zellen“
Zyklustag 3.-10. 11.-14. 15.-18. 19.-23. 24.-28.
Mittelwert+ 
SEM 56,48 + 7,239 78,53 + 5,935 94,58 + 3,129 90,02 + 5,23 97,96 + 1,078
unteres 95% 
Konfidenzinter
vall
39,36 63,28 84,62 75,5 94,97
oberes 95% 
Konfidenzinter
vall
73,59 93,79 104,5 104,5 101,0
N 8 6 4 5 5
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Tabelle VII: HDAC-1 Protein Expression im Epithel der Drüsenhälse in „% positive 
Zellen“
Zyklustag 3.-10. 11.-14. 15.-18. 19.-23. 24.-28.
Mittelwert+ 
SEM 83,88 + 4,786 81,6 + 5,438 85,05 + 8,53 98,73 + 0,764 98,53 + 0,3509
unteres 95% 
Konfidenzinter
vall
73,05 67,62 57,9 96,77 97,63
oberes 95% 
Konfidenzinter
vall
94,71 95,58 112,2 100,7 99,44
N 10 6 4 6 6
Tabelle VIII: HDAC-1 Protein Expression im Drüsenepithel der Basalis in „% 
positive Zellen“
Zyklustag 3.-10. 11.-14. 15.-18. 19.-23. 24.-28.
Mittelwert+ 
SEM 99,79 + 0,149 98,5 + 0,627 98,25 + 1,436 99,37 + 0,63 99,78 + 0,2167
unteres 95% 
Konfidenzinter
vall
99,45 96,89 93,68 97,74 99,23
oberes 95% 
Konfidenzinter
vall
100,1 100,1 102,8 101,0 100,3
N 10 6 4 6 6
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Tabelle IX: HDAC-2 mRNA Expression in „arbitrary units“
Zyklustag 7.-10. 11.-14. 15.-18. 19.-24. 25.-28.
Mittelwert+ 
SEM 1,0 + 0,1125 1,258 + 0,259 1,006 + 0,117 0,873 + 0,023 0,807 + 0,0396
unteres 95% 
Konfidenzinter
vall
0,7108 0,538 0,6805 0,7729 0,7102
oberes 95% 
Konfidenzinter
vall
1,289 1,978 1,332 0,9737 0,904
N 6 5 5 3 7
Tabelle X: HDAC-3 mRNA Expression in „arbitrary units“
Zyklustag 7.-10. 11.-14. 15.-18. 19.-23. 24.-28.
Mittelwert+ 
SEM 4,06 + 1,30 2,308 + 0,42 2,267 + 0,6 1,143 + 0,14 0,5 + 0,06
unteres 95% 
Konfidenzinter
vall
0,4468 1,218 -0,3189 0,8015 0,2516
oberes 95% 
Konfidenzinter
vall
7,673 3,399 4,852 1,484 0,748
N 5 6 3 7 3
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Tabelle XI: HDAC-3 Protein Expression im Oberflächenepithel in „% positive 
Zellen“
Zyklustag 3.-5. 7.-10. 11.-14. 15.-18. 19.-23. 24.-28.
Mittelwert+ 
SEM 71,7 + 15,96 46,78 + 11,1 92,45 + 2,65 99,23 + 0,19 95,6 + 1,61 99,03+ 0,367
unteres 95% 
Konfidenzin
tervall
20,92 18,32 85,63 98,73 91,46 98,09
oberes 95% 
Konfidenzin
tervall
122,5 75,24 99,27 99,73 99,74 99,97
N 4 6 6 6 6 6
Tabelle XII: HDAC-3 Protein Expression im Epithel der Drüsenhälse in „% positive 
Zellen“
Zyklustag 3.-5. 7.-10. 11.-14. 15.-18. 19.-23. 24.-28.
Mittelwert+ 
SEM 88,7 + 7,94 67,0 + 10,85 93,87 + 3,62 96,65 + 1,24 94,12 + 2,63 98,83+ 0,525
unteres 95% 
Konfidenzin
tervall
63,42 39,12 84,55 93,47 87,37 97,49
oberes 95% 
Konfidenzin
tervall
114,0 94,91 103,2 99,83 100,9 100,2
N 4 6 6 6 6 6
Tabelle XIII: HDAC-3 Protein Expression im Drüsenepithel der Basalis in „% 
positive Zellen“
Zyklustag 3.-5. 7.-10. 11.-14. 15.-18. 19.-23. 24.-28.
Mittelwert+ 
SEM 99,28 + 0,24 91,43 + 5,83 95,88 + 1,77 96,7 + 1,948 99,43 +0,226 99,92+ 0,083
unteres 95% 
Konfidenzin
tervall
98,50 76,44 91,33 91,73 98,85 99,70
oberes 95% 
Konfidenzin
tervall
100,0 106,4 100,4 101,7 100,0 100,1
N 4 6 6 6 6 6
60
Literatur                                                                                                                      
7 Literatur
Alfer  J  (2000)  Markermoleküle  endometrialer  Funktionen:  Vergleichende 
immunhistochemische Lokalisierung bei fertilen und subfertilen Patientinnen. Shaker 
Verlag, 1-102
Allfrey V G, Faulkner R, Mirsky A E (1964) Acetylation and methylation of histones 
and  their  possible  role  in  the  regulation  of  RNA  synthesis.  Proceedings  of  the 
National Academy of Sciences of the United States of America 51: 786-794
Arnett-Mansfield R L, De Fazio A, Wain G V, Jaworski R C, Byth K, Mote P A, Clarke 
C (2001) Relative expression of  progesterone receptors A and B in endometrioid 
cancers of the endometrium. Cancer Research 61: 4576-4582
Arnett-Mansfield R L, De Fazio A, Mote P A, Clarke C (2004) Subnuclear distribution 
of progesterone receptors A and B in normal and malignant endometrium. Journal of 
Clinical Endocrinology and Metabolism 89: 1429-1442
Bartl S, Taplick J, Lagger G, Khier H, Kuchler K, Seiser C (1997) Identification of 
mouse  histone  deacetylase  1  as  a  growth  factor-inducible  gene.  Molecular  and 
Cellular Biology 9: 5033-5043
Beato M, Klug J (2000) Steroid hormone receptors: an update. Human Reproduction 
Update 3: 225-236
Beresford  S A A,  Weiss N S,  Voigt  L  F,  McKnight  B (1997)  Risk of  endometrial 
cancer  in  relation  to  use oestrogen combined with  cyclic progestagen therapy in 
postmenopausal women. The Lancet 349: 458-461
Brehm A, Miska E A, McCance D J, Reid J L, Bannister A J, Kouzarides T (1998) 
Retinoblastoma protein recruits histone deacetylase to repress transcription. Nature 
391: 597-601
Chakravarti D, LaMorte V J, Nelson M C, Nakajima T, Schulman I G, Juguilon H, 
Montminy M, Evans R M (1996) Role of CBP/p300 in nuclear receptor signalling. 
Nature 383: 99-103
Chopin V, Toillon R A, Jouy N, Le Bourhis X (2002) Sodium butyrate induces p53-
independent,  fas-mediated apoptosis in MCF-7 human breast cancer cells.  British 
Journal of Pharmacology 135: 79-86
Clarke C L, Roman S D, Graham J, Koga M, Sutherland R L (1990) Progesterone 
receptor regulation by retinoic acid in the human breast cancer cell line t-47d. The 
Journal of Biological Chemistry 265: 12694-12700
Clarke R B, Anderson E, Howell A, Potten C S (2003) Regulation of human breast 
epithelial stem cells. Cell Proliferation 36: 45-58
Classen-Linke I, Alfer J, Hey S, Krusche C A, Kusche M, Beier H M (1998) Marker 
molecules of human endometrial differentiation can be hormonally regulated under 
in-vitro conditions as in-vivo. Human Reproduction Update 4: 539-549
61
Literatur                                                                                                                      
Cohen L A, Marks P A, Rifkind R A, Amin S, Desai D, Pittman B, Richon V M (2002) 
Suberoylanilide hydroxamic acid (SAHA), a histone deacetylase inhibitor, suppresses 
the growth of carcinogen-induced mammary tumors. Anticancer Research 22: 1497-
1504
Cottone E, Orso F, Biglia N, Sismondi P, De Bortoli M (2001) Role of coactivators 
and  corepressors  in  steroid  and  nuclear  receptor  signalling:  potential  markers  of 
tumor growth and drug sensitivity. The International Journal of Biological Markers 3: 
151-166
Davis T, Kennedy C, Chiew Y, Clarke C L, DeFazio A (2000) Histone deacetylase 
inhibitors decrease proliferation and modulate cell cycle gene expression in normal 
mammary epithelial cells. Clinical Cancer Research 6: 4334-4342 
Deligdisch L, Kase N G, Bleiweiss I J (2000) Endometrial cancer in elderly women: a 
histologic and steroid receptor study. Gerontology 46: 17-21
De Ruijter, J M, Van Gennip, A H, Caron H N, Kemp S, Van Kuilenburg A B P (2003) 
Histone  deacetylases  (HDACs):  characterization  of  the  classical  HDAC  family. 
Journal of Biochemistry 370: 737-749
Deutsches Krebsforschungszentrum Heidelberg, www.krebsinformationsdienst.de
De  Vita  V,  Hellmann  S,  Rosenberg  S  (2001)  Cancer–Principles  and  Practice  of 
Oncology, Lippincott Williams and Wilkins Publishers
Emiliani S, Fischle W, Van Lint C, Al-Abed Y, Verdin E (1998) Characterization of a 
human RPD3 ortholog, HDAC3. Proceedings of the National Academy of Sciences of 
the United States of America 95: 2795-2800
Fujimoto  J,  Hori  M,  Ichigo  S,  Morishita  S,  Tamaya T  (1995)  Estrogen  activates 
invasiveness of endometrial cancel cells to the interstitium. Invasion Metastasis 15: 
135-143
Furumai R, Matsuyama A, Kobashi N, Lee K-H, Nishiyama M, Nakajima H, Tanaka 
A, Komatsu Y, Nishino N, Yoshida M, Horinouchi S (2002) FK228 (depsipeptide) as a 
natural prodrug that inhibits class I histone deacetylases. Cancer Research 62: 4916-
4921
Gambrell R D, Massey F M, Castaneda T A, Ugenas A J, Ricci C A, Wright J M 
(1980)  Use  of  the  progestagen  challenge  test  to  reduce  the  risk  of  endometrial 
cancer. Obstetrics and Gynaecology 55: 732-738
Glaser K B, Li J, Staver M J, Wei R, Albert D H, Davidson S K (2003) Role of class 1 
and class 2 histone deacetylases in carcinoma cells using siRNA. Biochemical and 
Biophysical Research Communications 310: 529-536
Graham J D, Clarke C L (1997) Physiological action of progesterone in target tissue. 
Endocrine Reviews 4: 502-519
Gray S G, Ekström T J (2001) The human histone deacetylase family. Experimental 
Cell Research 262: 75-83
62
Literatur                                                                                                                      
Gregory  P  D,  Wagner  K,  Hörz  W  (2001)  Histone  acetylation  and  chromatin 
remodelling. Experimental Cell Research 265: 195-202
Gregory C W, Wilson E M, Apparao K B C, Lininger R A, Meyer W R, Kowalik A, Fritz 
M  A,  Lessey  B  (2002)  Steroid  receptor  coactivator  expression  throughout  the 
menstrual  cycle  in  normal  and  abnormal  endometrium.  Journal  of  Clinical 
Endocrinology and Metabolism 87: 2960-2966
Grotzinger C M, Hassig C A, Schreiber S (1999) Three proteins define a class of 
human histone deacetylases related to yeast Hda1p.  Proceedings of  the National 
Academy of Sciences of the United States of America 96: 4868-4873
Grunstein  M  (1997)  Histone  acetylation  in  chromatin  structure  and  transcription. 
Nature 389: 349-352
Gu  H,  Liang  Y,  Mandel  G,  Roizman  B  (2005)  Components  of  the 
REST/CoREST/histone deacetylase repressor complex are disrupted, modified, and 
translocated  in  HSV-1-infected  cells.  Proceedings  of  the  National  Academy  of 
Sciences of the United States of America 102: 7571-7576
Guenther M G, Lane W S, Fischle W, Verdin E, Lazar M A, Shickhattar R (2000) A 
core  SMRT  corepressor  complex  containing  HDAC3  and  TBL1,  a  WD40-repeat 
protein linked to deafness. Genes and Development 14: 1048-1057
Guenther M G, Barak O, Lazar M A (2001) The SMRT and N-CoR corepressors are 
activating cofactors  for  histone deacetylase 3.  Molecular  and Cellular  Biology 18: 
6091-6101
Guenther M G, Yu J, Kao G D, Yen T J, Lazar M A (2002) Assembly of the SMRT- 
histone deacetylase 3 repression complex requires the TCP-1 ring complex. Genes 
and Development 16: 3130-3135 
Hess-Stumpp (2005) Histone deacetylase inhibitors and cancer: from cell biology to 
the clinic. European Journal of Cell Biology 84: 109-121
Homburg  R (1996)  Polycystic  ovary syndrome –  from gynaecological  curiosity  to 
multisystem endocrinopathy. Human Reproduction 11: 29-39
Hubbert C, Guardiola A, Shao R, Kawaguchi Y, Ito A, Nixon A, Yoshida M, Wang X, 
Yao T (2002) HDAC 6 is a microtubule-associated deacetylase. Nature 417: 455-458
Jang E R,  Lim S J,  Lee G J,  Kim T Y,  Bang Y J,  Lee J S (2004)  The histone 
deacetylase inhibitor  trichostatin  A sensitizes  estrogen receptor  a negative breast 
cancer cells to tamoxifen. Oncogene 23: 1724-1736
Johnstone R W (2002) Histone-deacetylase inhibitors: novel drugs for the treatment 
of cancer. Nature Reviews in Drug Discovery 4: 287-299
Kao L C, Tulac S, Lobo S, Imani B, Yang J P, Germeyer A, Osteen K, Taylor R N, 
Lessey B A, Giudice L C (2002) Global gene profilingin human endometrium during 
the window of implantation. Endocrinology 143: 2119-2138
63
Literatur                                                                                                                      
Kawai H, Li H, Avraham S, Jiang S, Avraham H K (2003) Overexpression of histone 
deacetylase HDAC1 modulates breast cancer progression by negative regulation of 
estrogen receptor alpha. International Journal of Cancer 107: 353-358
Keen J C, Yan L, Mack K M, Pettit C, Smith D, Sharma D, Davidson N E (2003) A 
novel  deacetylase inhibitor,  scriptaid,  enhances  expression  of  functional  estrogen 
receptor a (ER) in ER negative human breast cancer cells in combination with 5-aza 
2`-deoxycytidine. Breast Cancer Research and Treatment 81: 177-186
Kershah S M, Desouki M M, Koterba K L, Rowan B G (2004) Expression of estrogen 
receptor coregulators in normal and malignant human endometrium. Gynaecologic 
Oncology 92: 304-313
Kochbin S, Kao H-Y (2001) Histone deacetylase complexes: functional  entities or 
molecular reservoirs. FEBS Letters 494: 141-144
Khochbin  S,  Wolffe  A  P  (1997)  The  origin  and  utility  of  histone  deacetylases. 
Federation of European Biochemical Societies Letters 419: 157-160
Korach K S (1994) Insights from the study of animals lacking functional  estrogen 
receptor. Science 266: 1524-1527
Kourkalis  G,  Theocharis  S  (2002)  Histone  deacetylase  inhibitors  and  anticancer 
therapy. Current Medicinal Chemistry 4: 477-484
Krusche C A (2005) Zur Progesteron-abhängigen Differenzierung von Endometrium- 
und  Brustkrebszellen:  Molekulare  Konzepte  und  Implikationen  für  die  Klinik. 
Habilitationsarbeit
Krusche C A, Wülfing P, Kersting C, Vloet A, Böcker W, Kiesel L, Beier H M, Alfer J 
(2005) Histone deacetylase-1 and -3 protein expression in human breast cancer: a 
tissue microarray analysis. Breast Cancer Research and Treatment 00: 1-11
Kuperwasser C, Pinkas J, Hurlbut G D, Naber S P, Jerry D J (2000) Cytoplasmatic 
sequestration  and  functional  repression  of  p53  in  the  mammary  epithelium  is 
reversed by hormonal treatment. Cancer Research 60: 2723-2729
Lagger G, O`Carroll D, Rembold M, Khier H, Tischler J, Weitzer G, Schuettengruber 
B, Hauser C, Brunmeier R, Jenuwein T, Seiser C (2002) Essential function of histone 
deacetylase  1  in  proliferation  control  and  CDK  inhibitor  repression.  The  EMBO 
Journal 11: 2672-2681
Lagger G, Doetzlhofer A, Schuettengruber B, Haidweger E, Simboeck E, Tischler J, 
Chiocca S, Suske G, Rotheneder H, Wintersberger E, Seiser C (2003) The tumor 
suppressor p53 and histone deacetylase 1 are antagonistic regulators of the cyclin-
dependent kinase inhibitor p21/WAF1/CIP1 Gene. Molecular and Cellular Biology 8: 
2669-2679
Li  J,  Wang Jin,  Wang Jianxiang,  Nawaz Z,  Liu J M, Qin J,  Wong J (2000) Both 
corepressor proteins SMRT and NCoR exist in large protein complexes containing 
HDAC 3. The EMBO Journal 19: 4342-4350
64
Literatur                                                                                                                      
Lu J, McKinsey T A, Nicol R L, Olson E N (2000) Signal-dependent activation of the 
MEF2 transcription factor by dissociation from histone deacetylases. Proceedings of 
the National Academy of Sciences of the United States of America 8: 4070-4075
Luo J, Su F, Chen D, Shiloh A, Gu W (2000) Deacetylation of p53 modulates its 
effects on cell growth and apoptosis. Nature 408: 377-381
Lydon J P, DeMayo F J,  Funk C R, Mani S K, Hughes A R, Montgomery C A , 
Shyamala  G,  Conneely  O  M,  O´Malley  B  W  (1995)  Mice  lacking  progesterone 
receptor exhibit pleiotropic reproductive abnormalities. Genes Development 9: 2266-
2278
Lydon J P, Ge G, Kittrell F S, Medina D, Malley B W (1999) Murine mammary gland 
carcinogenesis  is  critically  dependent  on  progesterone  receptor  function.  Cancer 
Research 59: 4276-4282
Magnaghi-Jaulin L, Ait-Si-Ali S, Harel-Bellan A (1999) Histone acetylation in signal 
transduction by growth regulatory signals. Cell and Developmental Biology 10: 197-
203
Magnaghi-Jaulin L, Groisman R, Naguibneva I, Robin P, Lorain S, Le Villain J P, 
Troalen  F,  Trouche  D,  Harel-Bellan  A  (1998)  Retinoblastoma  protein  represses 
transcription by recruiting a histone deacetylase. Nature 391: 601-605
Mangelsdorf D J, Thummel C, Beato M, Herrlich P, Schütz G, Umesono K, Blumberg 
B,  Kastner  P,  Mark  M,  Chambon  P,  Evans  R  M  (1995)  The  nuclear  receptor 
superfamily: the second decade. Cell 83: 835-839
Marks P A, Richon V M, Rifkind R A (2000) Histone deacetylase inhibitors: inducers 
of differentiation or apoptosis of transformed cells. Journal of the National Cancer 
Institute 15: 1210-1216
McGraw  S,  Robert  C,  Massicotte,  Sirard  M  A  (2003)  Quantification  of  histone 
acetyltransferase  and histone  deacetylase  transcripts  during  early  bovine  embryo 
development. Biology of Reproduction 68: 383-389
McKenna  N  J,  Lanz  R  B,  O`Malley  B  W  (1999)  Nuclear  receptor  coregulators. 
Cellular and Molecular Biology 20: 321-344
Momparler R L (2003) Cancer epigenetics. Oncogene 22: 6479-6483 
Mrusek S, Classen-Linke I, Vloet A, Beier H M, Krusche C A (2005) Estrogen and 
medroxyprogesterone acetate regulate cancer-relevant genes in T47D cells. Cellular 
and Molecular Endocrinology 235: 39 – 50 
Munster P N, Troso-Sandoval T, Rosen N, Rifkind R, Marks P A, Richon V M (2001) 
The  histone  deacetylase  inhibitor  suberoylanilide  hydroxamic  acid  induces 
differentiation of human breast cancer cells. Cancer Research 61: 8492-8497
Noyes R W, Hertig A T, Rock J (1950) Dating the endometrial biopsy. Fertil Steril 1: 
3-25
65
Literatur                                                                                                                      
Nyholm H C (1996)  Estrogen and progesterone receptors  in  endometrial  cancer. 
Clinicopathological  correlations  and  prognostic  significance.  Acta  Pathologica 
Microbiologica et Immunologica Scandinavica. Supplementum 65: 5-33
Onate S A, Boonyaratanakornkit V, Spencer T E, Tsai S Y, Tsai M J, Edwards D P, O
´Malley B W (1998)  The steroid  receptor  coactivator-1  contains  multiple  receptor 
interacting and activation domains that cooperatively enhance the activation function 
1 (af1) and af2 domains of steroid receptors. The Journal of Biological  Chemistry 
273: 12101-12108
Park J-H, Jung Y, Kim T Y, Kim S G, Jong H-S, Lee J W, Kim D-K, Lee J-S, Kim N K, 
Kim  T-Y,  Bang  Y-J  (2002)  Class  I  histone  deacetylase-selective  novel  synthetic 
inhibitors  potently inhibit  human tumor proliferation.  Clinical  Cancer  Research 10: 
5271-5281
Pfaffl  M  W  (2004)  Real-time  RT-PCR:  Neue  Ansätze  zur  exakten  mRNA 
Quantifizierung. Biospektrum 1/04: 92-95
Pogo B G T, Allfrey V G, Mirsky A E (1966) RNA synthesis and histone acetylation 
during the course of  gene activation in lymphocytes.  Proceedings of  the National 
Academy of Sciences of the United States of America 55: 805-812
Riesewijk A, Martin J, van Os R, Horajadas J A, Polman J, Pellicer A, Mosselman S, 
Simon C (2003) Gene expression profiling of human endometrial receptivity on days 
LH+2  versus  LH+7 by  microarray  technology.  Molecular  Human Reproduction  9: 
253-264
Robyr  D,  Wolffe  A P,  Wahli  W (2000)  Nuclear  hormone receptor  coregulators  in 
action: diversity for shared tasks. Molecular Endocrinology 14: 329-347
Rose P G (1996) Endometrial  carcinoma. New England Journal  of  Medicine 335: 
640-649
Rowan B, O´Malley B W (2000) Progesterone receptor  coactivators.  Steroids 65: 
545-549
Sakai  N,  Maruyama T,  Sakurai  R,  Masuda H,  Yamamoto  Y,  Shimizu  A,  Kishi  I, 
Asada H,  Yamogoe S,  Yoshimura Y (2003) Involvement  of  histone acetylation in 
ovarian  steroid-induced  decidualisation  of  human  endometrial  stromal  cells.  The 
Journal of Biological Chemistry 19: 16675-16682
Shiozawa T, Shih H C, Miyamoto T, Feng Y-Z, Uchikawa Junko, Itoh K, Konishi I 
(2003)  Cyclic  changes  in  the  expression  of  steroid  receptor  coactivators  and 
corepressors  in  the  normal  human  endometrium.  The  Journal  of  Clinical 
Endocrinology and Metabolism 88: 871-878
Spencer T E, Jenster G, Burcin M M, Allis C D, Zhou J, Mizzen C A, McKenna N J, 
Onate S A, Tsai S Y, Tsai M J, O`Malley B W (1997) Steroid receptor coactivator-1 is 
a histone acetyltransferase. Nature 398: 194-198
Steuerwald  N,  Cohen  J,  Herrera  R  J,  Brenner  C  A  (1999)  Analysis  of  gene 
expression  in  single  oocytes  and  embryos  by  real-time  rapid  cycle  fluorescence 
monitored RT-PCR. Molecular Human Reproduction 11: 1034-1039
66
Literatur                                                                                                                      
Tai H, Kubota N, Kato S (2000) Involvement of nuclear receptor coactivator SRC-1 in 
estrogen-dependent  cell  growth  of  MCF-7  cells.  Biochemical  and  Biophysical 
Research Communications 1: 311-316
Takai  N, Desmond J C, Kumagai  T, Gui  D, Said J W, Whittaker S, Miyakawa I, 
Koeffler  H  P  (2004)  Histone  deacetylase  inhibitors  have  a  profound  antigrowth 
activity in endometrial cancer cells. Clinical Cancer Research 10: 1141-1149
Takami Y, Nakayama T (2000) N-terminal region, c-terminal region, nuclear export 
signal, and deacetylase activity of histone deacetylase-3 are essential for the viability 
of  the DT40 chicken B cell  line.  The Journal  of  Biological  Chemistry 21:  16191- 
16201
Taplick  J,  Kurtev  V,  Kroboth  K,  Posch  M,  Lechner  T,  Seiser  C  (2001)  Homo-
oligomerisation and nuclear localisation of mouse histone deacetylase 1. Journal of 
Molecular Biology 308: 27-38
Thenot  S,  Charpin  M,  Bonnet  S,  Cavailles  V (1999)  Estrogen  receptor  cofactors 
expression in breast  and endometrial  human cancer  cells.  Molecular  and cellular 
Endocrinology 156: 85-93
Thiagalingam S, Kuang-Hung Cheng, Hyunjoo J Lee,  Mineva N, Thiagalingam A, 
Ponte J F (2003) Histone deacetylases:  unique players in shaping the epigenetic 
code. Annals of the New York Academy of Science 983: 84-100
Underhill  C,  Qutob  M  S,  Yee  S-P,  Torchia  J  (2000)  A  novel  nuclear  receptor 
corepressor  complex,  N-CoR,  contains  components  of  the  mammalian  SWI/SNF 
complex and the corepressor KAP-1. The Journal of Biological Chemistry 51: 40463-
40470
Vaziri  H, Dessain S K, Eaton E N, Imai S I,  Frye R A, Pandita T K, Guarente L 
Weinberg R (2001) hSIR2SIRT1 functions as an NAD-dependent p53 deacetylase. 
Cell, Vol.107: 149-159
Vigushin D M, Ali S, Pace P E, Mirsaidi N, Ito K, Adcock I, Coombes R C (2001) 
Trichostatin a is a histone deacetylase inhibitor with potent antitumor activity against 
breast cancer in-vivo. Clinical Cancer Research 7: 971-976
Vloet A, Classen-Linke I,  Von Rango U, Alfer  J,  Beier H M, Krusche C A (2005) 
Histone  deacetylase-1  expression  in  normal  and  malignant  human  endometrium, 
Poster 51, 38. Tagung Physiologie und Pathologie der Fortpflanzung, Zürich
Von  Rango  U,  Classen-Linke  I,  Krusche  C  A,  Beier  H  M (1998)  The  receptive 
endometrium is characterized by apoptosis in the glands. Human Reproduction 13: 
3177-3189
Wade  P  A  (2001)  Transcriptional  control  at  regulatory  checkpoints  by  histone 
deacetylases:  molecular  connections  between  cancer  and  chromatin.  Human 
Molecular Genetics 7: 693-698
Wieser F, Schneeberger C, Hudelist G, Singer C, Kurz C, Nagele F, Gruber C, Huber 
J C, Tschugguel W (2002) Endometrial  nuclear receptor co-factors SRC-1 and N-
67
Literatur                                                                                                                      
CoR are increased in human endometrium during menstruation. Molecular Human 
Reproduction 8: 644-650
Wiseman B S, Werb Z (2002) Stromal effects on mammary gland development and 
breast cancer. Science 296: 1046-1049
Xu J, Qiu Y, DeMayo F J, Tsai S Y, Tsai M J, O´Malley B W (1998) Partial hormone 
resistance in mice with disruption of the steroid receptor coactivator-1 (src-1) gene. 
Science 279: 1922-1925 
Yamagoe S, Kanno T, Kanno Y, Sasaki S, Siegel R, Lenardo M J, Humphrey G, 
Wang Y, Nakatani Y, Howard B H, Ozato K (2003) Interactions of histone Acetylases 
and deacetylases in vivo. Molecular and Cellular Biology 3: 1025-1033
Yan  L,  Yang  X,  Davidson  N  E  (2001)  Role  of  DNA  methylation  and  histone 
acetylation  in  steroid  receptor  expression  in  breast  cancer.  Journal  of  Mammary 
Gland Biology and Neoplasia 2: 183-192
Yang W M, Tsai  S C,  Wen Y D,  Fejer  G,  Seto E (2002)  Functional  domains  of 
histone deacetylase-3. Journal of Biological Chemistry 277: 9447-9454
Yarden  B  I,  Brody L  C  (1999)  BRCA1 interacts  with  components  of  the  histone 
deacetylase  complex.  Proceedings  of  the  National  Academy  of  Sciences  of  the 
United States of America 96: 4983-4988
Yoshida M, Furumai R, Nishiyama M, Komatsu Y, Nishino N, Horinouchi S (2001) 
Histone  deacetylase  as  a  new  target  for  cancer  chemotherapy.  Cancer 
Chemotherapy and Pharmacology 48: 20-26
Zhang Y, Jones C (2001) The bovine herpesvirus 1 immediate-early protein (bICP0) 
associates with histone deacetylase 1 to activate transcription. Journal of Virology 
20: 9571-9578
Zhang Z, Yamashita H, Toyama T, Sugiura H, Omoto Y, Ando Y, Mita K, Hamaguchi 
M, Hayashi S, Iwase H (2004) HAD-6 expression is correlated with better survival in 
breast cancer. Clinical Cancer Research 10, 6962-6968
Zhang Z, Yamashita H, Toyama T, Sugiura H, Ando Y, Mita K, Hamaguchi M, Hara 
Y,  Kobayashi  S,  Iwase  H  (2005)  Quantification  of  HDAC1  mRNA  expression  in 
invasive carcinoma of the breast. Breast Cancer Research and Treatment 1, 11-16
68
Danksagung
Herrn Prof. Dr. med.  Dr. rer. nat. Henning M. Beier danke ich für die wertvolle fachliche 
Betreuung  der  Arbeit,  den  dabei  erlaubten,  großen  Freiraum  sowie  die  finanzielle 
Unterstützung. 
Ganz besonderer Dank gilt Frau Priv-Doz. Dr. rer. nat. Claudia A. Krusche. Sie hat für eine 
offene  Atmosphäre  bei  der  wissenschaftlichen  Arbeit  gesorgt  und  mich  mit  fachkundigen 
Kommentaren bei der Fertigstellung der Arbeit unterstützt. 
Herrn Priv.-Doz. Dr. med. vet. Andreas Herrler möchte ich danken für seine Hilfsbereitschaft 
in vielen wissenschaftlichen Fragen. 
Frau Priv.-Doz. Dr. rer. nat. Irmgard Claßen-Linke danke ich für ihre konstruktive Kritik und 
Diskussionsbereitschaft. Die gemeinsame Tagung in Dresden wird mir in freudiger Erinnerung 
bleiben.
Herrn Dr. med. Joachim Alfer danke ich für seine freundliche und kompetente Hilfe bei den 
Mamma-Karzinomen.
Frau Dr. med. Karin Beier-Hellwig und Frau Dr. rer. nat. Ulrike von Rango gilt mein Dank 
für ihren freundlichen Rat bei vielen wissenschaftlichen Problemstellungen, aber auch bei so 
manchem Computerproblem.
Sabine Eisner danke ich für die Durchführung der HDAC-1 und -3 Real time RT PCR.
Bärbel  Bonn  und  Sabina  Hennes-Mades  danke  ich  für  die  Durchführung  der  ß-actin 
Western Blots für HDAC-1, HDAC-2 und HDAC-3.
Sabine  Eisner,  Bärbel  Bonn,  Diana  Seelis und  Kerstin  Ziob danke  ich  für  die 
Unterstützung  bei  der  Laborarbeit  und  das  angenehme  Arbeitsklima.  Ebenso  möchte  ich 
Edeltraud Reims für das Überwinden vieler organisatorischer Hürden danken.
Schließlich  danke  ich  herzlich  allen  Mitarbeitern des  Institutes  für  Anatomie  und 
Reproduktionsbiologie. Gerne habe ich in diesem Team gearbeitet.
Abschließend danke ich meiner Familie -Jupp, Geli, Timo und Helen Vloet- sowie meinem 
Freund Bastian Ott. 
Aachen, Februar 2006. 
CURRICULUM VITAE
PERSÖNLICHE DATEN
Name Jennifer Anne Vloet
Geburtstag 10.12.1979
Geburtsort Geldern
Konfession römisch-katholisch
Familienstand ledig
Nationalität deutsch
SCHULAUSBILDUNG
1986 – 1990 Grundschule Kevelaer
1990 – 1999 Gymnasium Kevelaer
HOCHSCHULAUSBILDUNG
Okt. 1999 – Nov. 2005 Rheinisch-Westfälische Technische Hochschule Aachen
Studium der Humanmedizin
MEDIZINISCH-PRAKTISCHE AUSBILDUNG
FAMULATUREN
Febr.2002 - März 2002 Gemeinschaftspraxis Christoph Starke / Ursula Starke, Kevelaer
Famulatur der Allgemeinmedizin
Sept. 2002 - Okt. 2002 Allergie- und Hautklinik, Norderney
Famulatur der allgemeinen Dermatologie
Febr. 2003 – März 2003 Universitätsklinikum  der  Rheinisch-Westfälischen  Technischen 
Hochschule Aachen
Institut für Anatomie und Reproduktionsbiologie
Famulatur  der  Reproduktionsmedizin  und  molekularen 
Labormedizin
Aug. 2003 – Sept. 2003 Universitätsklinikum  der  Rheinisch-Westfälischen  Technischen 
Hochschule Aachen
Famulatur  der  Kinder-  und  Jugendpsychiatrie  und 
-psychotherapie
PRAKTISCHES JAHR
Okt. 2004 – Febr. 2005 Marienhospital Aachen, 1. Tertial: Innere Medizin
Febr. 2005 – Mai 2005 Universitätsklinikum  der  Rheinisch-Westfälischen  Technischen 
Hochschule Aachen, 2. Tertial: Psychiatrie und Psychotherapie
Mai 2005 – Sept. 2005 Marienhospital Aachen, 3. Tertial: Chirurgie
BERUFLICHER WERDEGANG
Januar 2006 Anstellung  als  Assistenzärztin  in  der  Klinik  für  Kinder-  und 
Jugendpsychiatrie  und  –psychotherapie  des 
Universitätsklinikums Aachen
